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Abréviations

1/2MS: Milieu de Murashige et Skoog avec macro-&gts dilués de moitié
2,4,5-T: Acide 2,4,5 trichlorophénoxyacétique

2,4-D: Acide 2,4 dichlorophénoxyacétique

Ay 4B s :milieu avec AlA et BAP & 2,2 uM.

ABA : acide abscissique.

ABAL1,5 : milieu comprenant 5,6 uM d’ABA.

ABA2,5 milieu comprenant 9,5 uM d’ABA.

ABA4 milieu comprenant 15 uM d’ABA.

ABA4G1 milieu comprenant 15 uM d’ABA et 1 uM de GA
AFLP : polymorphisme de longueur des fragments diépl
AGPs : protéines arabinogalactanes

AlA: Acide indole-3- acétique

ANA: Acide 1-naphtaléne acétique

BAP: 6-benzylaminopurine

DAF : DNA Amplification fingerprinting

Dicamba: Acide 3,6-dichloro-2-méthoxybenzoique

DK (2,4-D et kin a 1uM chacun)

FAO: Organisation des Nations unies pour I'aliméntaet I'agriculture (Food and Agriculture Orgaation)
ISSR: Simple sequence repeats ou microsatellites

Kinétine ou Kin : 6-furfurylaminopurine ou®urfuryladénine
Ma2 : milieu des suspensions cellulaires (M®1)9

MS: Milieu minéral de Murashige et Skoog (1962).

Piclorame: Acide 4-amino-3, 5, 6-trichloro-2-pyridicarboxylique
RAPD : amplification aléatoire de 'ADN polymorphe

RFLP : Restriction fragment length polymporphism

SERK (somatic embryogenesis receptor kinase) VM88gAi et al. (2002)
SPCLV: Sweet potato Caulimo-Like Virus

SPCSV: Sweet potato chlorotic stunt virus.

SPFMV: Sweet potato feathery mottle virus.

SPLV: Sweet potato Latent Virus.

SPVD: sweet potato virus disease.

Thidiazuron : 1-phényl-3-(1, 2, 3 thiadiazol-5-yl)

VM30 : milieu sans régulateurs de croissance (Assaal., 2002)
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INTRODUCTION

\

La patate doucelfomoea batatas Lamest une plante a racines tubérisées qui
présente une grande importance économique dangdgsns tropicales, subtropicales et
tempérées douces (Sihachakr et al., 1997). C’estptieme plus importante culture dans le
monde apres le blé, le riz, le mais, la pomme de,téorge et le manioc. Sa production
mondiale est estimée a 124 Mt en 2007 dont plud8d% en Asie particulierement en Chine
avec 100Mt (FAOSTAT, 2008). Les racines tubériséastiennent de grandes quantités
d’amidon qui peut atteindre 30% de la masse fradttez certains cultivars. Elle est utilisée
pour I'alimentation humaine, la production d’alcasil la nutrition animale. Les tiges et le
feuillage sont utilisés comme fourrage (Cavalcakites, 1996).

Malgré les progres réalisés dans I'améliorationadpatate douce par les méthodes
conventionnelles (Sihachakr et al.,, 1997), le meuse de sélection est long et exige
I'utilisation d’un grand nombre d’'individus et degstemes d’amélioration élaborés a cause
de I'état hexaploide de cette espece (2n=6x=963UBan et al., 2006). En plus, les efforts
d’amélioration génétique sont sérieusement affeptésles difficultés dans les croisements
sexués a cause essentiellement des problémes rdjiatibilité et de la stérilité au sein des
especes dpomoea(Martin, 1970a et 1970b), et des exigences phygiques spécifiques
pour la floraison (Martin et Jones, 1971).

Par conséquent, la biotechnologie a été développéeomplément des méthodes
classiques afin d’aboutir a des protocoles d’amation plus efficaces pour cette plante.

Malgré les progrés récemment obtenus dans le dem@dénla biotechnologie, les
applications biotechnologiques chez la patate dsoce encore limitées et peu de travaux
ont été réalisés notamment dans I'exploitationadedriation somaclonale (Sihachakr et al.,
1997), I'hybridation somatique (Belarmino et al996) et la transformation génétique
(Shimada et Otani, 2007). La cause principale eégitcbbablement dans le manque de
maitrise de la régénération pour laquelle la palatéce est considérée comme une espece
récalcitrante (Sihachakr et Ducreux, 1993).

Parmi les différents systémes de régénération, bfgogenése somatique est
fortement convoitée parce qu’elle assure régulierédndes taux de multiplication élevés qui

peuvent étre maintenus longtemps. En plus, cettbnigue est trés convoitée pour la



transformation génétique (Shimada et Otani, 200@pendant, la patate douce est considérée
comme récalcitrante pour cette technique. Le gfmotgst un facteur limitant pour
I'induction des cultures embryogénes dans la mesur@lusieurs cultivars ont donné une
réponse embryogene faible ou pas de réponse (&redt, 1984; Cavalcante-Alves et al.,
1994; Desamero et al., 1994). Une réponse embrgogapide et répétitive a été observée
chez une seule variété P1318846-3 (Zheng et a@6)1De méme, le type d’auxine utilisé
s’est montré crucial pour linduction efficace dentbryogenése somatique (Otani et
Shimada, 1996; Al-Mazrooei et al., 1997).

L’agent gélifiant est un parametre souvent négtigés la recherche de la réponse
désirée, comme l'induction de I'embryogenése sajoatiou la formation de bourgeons
(Hadeler et al., 1995; Lainé et al., 2000). Lesxdagents qui sont les plus utilisés sont I'agar
et son dérivé purifié 'agarose extrait a partialgues rouges, comn@raciai, Gelidiumou
Chondres et le gel rite ou phytagel qui est un polysacicleaextracellulaire produit par la
bactérieSphingomonas elode@ilva et al., 2005). Malgré le fait qu'il a étéontré que
différents facteurs sont impliqués dans linductide I'embryogenése somatique et la
régénération, dans la plupart des études expérasntles effets étaient examinés
séparément ce qui provoque la perte d’'informatiauciale sur d’éventuelles interactions
possibles entre les facteurs dans la réponse egdmgo En plus, la présence d’'une phase de
callogenése en culture vitro, et particulierement apres la culture des progipkade patate
douce, peut aboutir & l'apparition de variants awdss anomalies morphologiques et
physiologiques reflétant une instabilité genétig@inachakr et Ducreux, 1993 ; Sihachakr et
Ducreux, 1987a).

La transgenese offre un potentiel intéressant pamelioration de la patate douce par
I'introduction de génes étrangers intéressants €iyal., 2007). Cependant, I'application de
cette technologie pour la patate douce nécessitenit® en place d'un systeme de
transformation efficace et reproductible.

Nous avons effectué ce travail de recherche sBatate douce, en collaboration avec
le laboratoire de Morphogenese Végétale Expérineerda I'Université Paris XI dans le
cadre d’'un projet Européen (contrat EU N°: ICA4COR{B0005) visant a développer, par
transformation génétique, des variétés de patateedésistantes au complexe de potyvirus
(sweet potato feathery mottle virus SPFMV ; potatent virus SPLV et le virus G SPVG).
Ces attaques virales dues aux potyvirus occasiordenchutes considérables de rendement
allant jusqu’a 60% (Feng et al.,, 2000). La techeigle transformation proposée prévoit

l'intégration du géne de résistance aux potyvirassd le plasmide Td’Agrobacterium
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tumefacienset sa transmission a la plante par agroinfecti@nréalisation de cet objectif
nécessite la maitrise d’'un systéme de régénénatidormant.
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1. Présentation du matériel végétal
1.1. Systématique

La patate doucelgomoea batatas L.(Lam.)gst une Dicotylédone gamopétale
appartenant a l'ordre des polémoniales et a laléades convolvulacées (Cavalcante-Alves,
1996).

Des études basées sur le nombre de chromosomealy$a du génome et les
possibilités de croisements ont permis de classpafate douce et les especes apparentées en
trois groupes (Jones, 1965; Jones et Deonier, 1&&jn et Jones, 1972; Nishiyama et al.,
1975).

Le premier groupe (A) comprend des especes digofda=2x=30) ;I. triloba, I.
cordatotriloba, I. cynanchifolia, I. grandifolia,. llacunosa, I. tricocarpa et I. ramonLes
especes de ce groupe ont la méme formule génonidyeet sont autocompatibles et
interfertiles.

Le deuxieme groupe (B) comprend des especes dgslatautopolyploides (2x, 4x,
6x) par doublement du génome B, avec Ipomoea satgha, 6x) et d'autres especes
sauvagesl. trifida (2x, 4x, 6x),l. littoralis (2x, 4x),l. tiliacea (2x) etl. leucantha(2x, 4x).
Les espéces de ce groupe sont toutes autoincomegatibais compatibles entre elles (Jones
et Deonier, 1965).

Le troisieme groupe (X) est composé de deux esp@teploides]. gracillis et .
tiliacea, dont la composition génomique n’est pas encarg déterminée.

Il faut signaler aussi qu’il y a trés peu de cossances sur les différences entre les
génomes du groupe A et ceux du groupe B au niveeanmsomique. La grande différence
entre les deux groupes est leur caractére autoddoiges autoincompatible. Les espéeces des
différents groupes sont incompatibles.

Il faut noter qud. leucanthaa été classée dans le groupe A par Jarret ¢1992), par
contre, Nishiyama (1971) I'a classée dans le grdBipgpomoea tiliacea a été classée dans
trois groupes différents (groupe A, B et X) resperhent par Ting et al. (1957), Jarret et al.
(1992) et Nishiyama (1971).
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1.2. Origine géographique

Il est généralement admis que la patate douceriggtare de '’Amérique (Huaman et
al., 1999). Austin (1988) a postulé que l'origingpdmoea batataserait quelque part entre la
péninsule de Yucatan au Mexique et 'embouchura digiere Orinoco au Venezuela.

Les populations indigenes locales auraient déco@tetomestiqué la patate douce. A
partir de 2500 av. JC, la culture a probablemeantdé&séminée par les Incas et les Mayas sur
la plus grande partie des zones de culture conauesioment de l'arrivée des européens
(Huaman et al., 1999).

Le centre primaire de diversification se trouvereuwd-ouest de | ‘Amérique latine
(Colombie, Equateur et Pérou) et certaines partiesI’Amérique centrale comme le
Guatemala ou existent une grande diversité de ggmtduces autochtones, de mauvaises
herbes et d’especes sauvages. Des centres deiftiagm secondaires existent en Chine,
dans le sud-est Asiatique, en Nouvelle guinée e tlast Africain (Huaman et al., 1999).

La patate douce a été introduite en Europe de $iaeartir des Indes occidentales
apres le voyage de Christophe Colomb en 1492 (Baisiet al., 2006). Cependant, d’apres
les différents mémoires ethnohistoriques, la patlméce était, bien avant 1492, largement
répandue dans les tropiques américains (Yen, 198@ce aux preuves linguistiques, les
voies de transmission peuvent étre tracées comin@-gyure 1):

» La voie « batatas » : les explorateurs portugaigransféré les clones antillais
cultives en Europe de l'ouest méditerranéenne Végique, I'Inde et
I'Indonésie.

» La voie « kamote » : les galions de commerce espageliant Acapulco a
Manille propagerent les clones de patate douceta da Mexique.

» La voie suivant le tracé «kumara ». Ici, un litigeportant et non encore
tranché concerne l'identification des transportel@&rda plante d’Amérique du
Sud en Polynésie orientale. Des analogies lexiaalé® un nom quechua et le
mot polynésien kumara suggérent un transfert pamme, mais on ignore

toujours si les responsables en étaient des voyageéuwviens ou polynésiens.
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Figure 1 : historique de la dispersion de la patatdouce au départ de I'Amérique
(Diagramme de Winifred Mumford ; d’apres Yen (1982)

1.3. Evolution

Ipomoea batatasi’'est pas connue a l'état sauvage (Huaman el @99). Parmi les
especes du genre Ipomoea série batatas, treize@usitlérées comme voisines de la patate
douce mais I'ancétre sauvage de cette plante passencore identifié (Srisuwan et al., 2006).
Plusieurs hypothéses ont été émises dans le buplidjeer I'origine de la patate douce
(Srisuwan et al., 2006).

Il n’est pas encore précisé si cette espece extadyiploide ou autopolyploide. Mais la
production de gamétes non réduits aurait pu facilievolution de la patate douce vers le
niveau hexaploide. La formation de pollen non rédudéja été observé chggpomoea trifida
(Orjeda et al., 1990), chez certaippmoea batatasetra et hexaploides (Bohac et al., 1992)
et chezlpomoea trifidatriploides qui génerent des génotypes 6x dans peogéniture.
Nishiyama (1971) et Austin (1988) ont suggéré ungiree allopolyploide et qugpomoea
trifida est 'une des especes étroitement liée a la pdtatee (Freyre et al., 1991). Nishiyama
(1971) a proposé que la patate douce aurait puepnode Ipomoea leucanth&x qui aurait
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produitlpomoea littoralis4x et puis les croisements enfjpemoea leucanth@x et Ipomoea
littoralis 4x seraient a I'origine de kfomoea trifida3x qui aurait donné§omoea trifida6x.
Des sélections supplémentaires et des domestisatioraient abouti fpomoea batata$x.
Nishiyama et al. (1975) ont signalé des similitudlzms les caracteres de la plante, la
compatibilité sexuelle, et le comportement entrpdtate douce et des hybrides artificiels 6x
produits entrelpomoea leucanthat Ipomoea littoralis. En se basant sur des analyses
numeériques des caracteres morphologiques clés,inA(E988) a émis I'’hypothése que
Ipomoea trilobaet Ipomoea trifidaseraient les espéces qui ont contribué au géndme d
batatas Il a aussi considéré qupomoea tiliaceaaurait été impligué dans l'origine de la
patata douce. Par des études cytogénétiquesaBh{@©88) a proposé que le génome de la
patate douce a la méme structure autohexaploideleqggnome B qui existe dans les
autotétraploides et diploides du complgp@moea trifida.

Les études moléculaires menées récemment surdte mhtuce et les especes diploides
voisines par l'utilisation de marqueurs RAPD (Jare Austin, 1994), d'ISSR et des
variations dans des sites de restriction de régmms codantes d’ADN chloroplastiques
(Haung et Sun, 2000) montrent fpdmoea trifidaest la plus étroitement liée a la patate
douce. De méme, la construction de caryotypes éwiétigues moléculaires basés sur la
distribution de loci d’ARNr 18s et 5s et les régiaiches en G et C (Srisuwan et al., 2006)

aboutit a la méme conclusion.

1.4. Caractéristiques morphologiques
C'est une plante herbacée rampante. Les tiges,opiumoins poilues, sont un peu
volubiles et mesurent de 50 cm a plus de 3m de. lbeg feuilles, de forme variable,
possedent de longs pétioles et leur phyllotaxieatistne spiralée de type 2/5 (Bouhassan,
1984).
Les racines sont de plusieurs types (Bouhassad)198
» les racines adventives : ce sont des racines qdéseloppent directement sur la
tige. Elles comprennent les racines a géotropisaos#tipou racines porteuses de tubercules
(thin roots, thick roots, string roots) dont ceames peuvent accumuler des réserves pour
former les racines tubérisées. Il y a aussi leimes agéotropes qui restent fines.
» Les racines latérales qui apparaissent sur dasesadiéja existantes.

» Les racines de tubercule qui prennent naissandestubercules.

Les racines adventives qui apparaissent sur desiesude tige sont de deux types :
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» Les racines nodales: ce sont des racines préforpréssntes en nombre variable
au niveau de chaque noeud de part et d’autre deition du pétiole.

» Les racines internodales : ce sont des racines fidgeformées se développant le
plus souvent a la base de la bouture.

Les fleurs, hermaphrodites et actinomorphes, sorfoene de cloche. Leur couleur
dépend du clone: elle peut étre violette, rougblanche. Chez la patate douce, la floraison
est rare et les fleurs sont souvent stériles. Tostelorsque la fécondation a lieu, on obtient
un fruit a péricarpe sec et déhiscent que I'on nerapsule. Cette capsule est formée d'au

moins deux carpelles soudés (Bouhassan, 1984).

1.5. Exigences écologiques et culture

La patate douce est propagée exclusivement par wagétative, soit a partir de
tubercules entiers ou de fragments de ceux-ci,aspdrtir de portions de tiges de 20 a 50 cm
de long comportant 3 a 4 nceuds (Cavalcante-AN@36)1 Elle a un cycle court entre 120 et
210 Jours (Gura, 1991).

Sur le plan climatique, la patate douce est unet@laxtrémement flexible (Cheikh,
1984). Elle peut étre cultivée a des altitudes mises entre le niveau de mer et des
élévations allant jusqu'a 2500 m, et entre leduldés 40°N et 32°S. Elle a besoin d’'une
pluviométrie abondante et bien répartie d’envir600 mm/an, et sous un ensoleillement
abondant. Elle exige une saison de croissancergeggel a 5 mois sans gel pour produire des
racines tubérisées de gros calibre. Des tempésatiegrd 5°c ou moins donnent une croissance
faible ou nulle (Chée et al., 1992).

C’est une plante de jours courts et la photopériddemoins de 11 heures peut
stimuler l'induction de la floraison. Par contre, |a photopériode dépasse les 13h30, la
floraison est inhibée (Sihachakr et al., 1997).

Elle est cultivable méme sur les sols pauvress rlé préfere un sol profond, frais et
riche en humus (Cavalcante-Alves, 1996) et poudeexsur des sols aérés de type sableux
avec des pH oscillant entre 5 a 7,8 (Chée et QP2)J1 Elle n’exige pas beaucoup de
fertilisants et autres intrants et elle est reltient résistante aux stress environnementaux
(Shimada et Otani, 2007).

Cependant, le mode de propagation exclusivemerétatify qui garantit la stabilité et
la conformité des plantes propagées, présente emen@mps de nombreux problemes liés
aux difficultés de conservation des racines tuBéssa I'héterogénéité de la plantation due a

des gradients morphologiques et anatomiques le dmsgracines tubérisées et surtout aux
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nombreuses maladies essentiellement virales traesmpiar les semences (Cavalcante-Alves,
1996).

1.6.Intéréts et importance économique

1.6.1. Valeur nutritionnelle

La patate douce est utilisée essentiellement falimentation humaine a cause de sa
valeur nutritive élevée. Elle contient approximativent 20 % d’amidon et 5% de sucres
simples (Huang, 1982). C’est aussi une bonne saleg@otéines (1,3 a 12,1 %), vitamine A,
riboflavine, et calcium (Cavalcante-Alves, 1996@slcultivars a chair tachetée d'orange sont
particulierement riches en vitamine A (Moyer, 198Z2ans beaucoup de pays, les racines et
le feuillage sont utilisés pour l'alimentation degmaux. La patate douce peut aussi fournir
de I'énergie issue de la biomasse avec a peu pgegalons d'alcool/acre (Cavalcante-Alves,
1996). Elle est considérée comme un aliment haariegnergétiqgue avec approximativement
100 cal/100 g.

Au Japon, des recherches sont menées afin de g@eeldes utilisations alternatives
de la patate douce. De nouveaux cultivars ont &eéldppés comme par exemple un cultivar
permettant I'utilisation des parties apicales comégumes pour I'alimentation humaine et
des cultivars a tubercules comprenant une teneawéél en caroténe et anthocyanines
(Shimada et Otani, 2007).

1.6.2. Importance économique
a. Dans le monde

La patate douce, Ipomoea batatas (L.) Lam. esepéiesne plus importante culture
dans le monde et la cinquieme dans les pays endeotkeveloppement apres le riz, le ble, le
mais et le cassava (Shimada et Otani, 2007).

Le tableau 1 résume les statistigues concernaptoduction de la patate douce de
différentes régions du monde (FAOSTAT, 2008). Ladoiction mondiale de la patate douce
s’élevait en 2006 a 123.509.771 tonnes sur uneacerfotale cultivée de 8.996.472 Ha
(FAOSTAT, 2008). Le plus grand producteur est |&n€lavec plus de 100 millions de tonnes
sur une surface de 4708503 Bbl@t environ 81% de la production mondiale et 531és
surfaces cultivées. En Afrique, la productioral®test de 8,5 millions de tonnes ce qui
correspond a moins de 7% de la récolte mondials. pa&ys en voie de développement

produisent 98,5 % de la production mondiale cejugtifie son statut de culture des pauvres.
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Les rendements varient largement en fonction deeszgéographiques et oscillent entre plus
de 21 tonnes/ha en Chine et seulement 4 tonnes/A&ique.

Tableau 1 : Statistiques de la production de patatelouce (d'aprés FAOSTAT,
2008).

Production (tonnes) Surface cultivée Rendement
(Ha) par hectare
(kg/Ha)
Monde 123509771 8996472 13728,69
Asie 107319707 5465917 19634,35
Afrique 12903597 3154247 4090,86
Amérique Nordique 737101 35139 20976,72
Amérique Centrale 62967 3144 20027,67
Amérique Latine et 1846094 221490 8334,89
Caraibes
Europe 77342 6479 11937,34
Monde Pays Développés 1826680 83843 21786,91
Monde Pays en voie de 121683091 8912629 13652,88
Développement
Pays les moins 8766401 2032034 4314,10
développés
Chine 100222120 4708503 21285,35
Maroc 10120 565 17911,50
b. Au Maroc

Les principales variétés utilisées au Maroc sd&eine du sud et Rose de molorga. La
culture de cette plante est pratiquée surtout templaines du Nord-ouest : Sais, Salé, Casa
et Doukkala (Skiredj et al., 2007).

La production nationale en 2006 (tableau 1) étaitl8120 Tonnes sur une surface
totale de 565 Ha soit un rendement de 17.9 T/HOGFAT, 2008).

1.7.Principales maladies et ravageurs de la patate doa
Malgré la nature rustique de la patate douce,edtemenacée par plusieurs types de
stress biotiques et abiotiques, surtout les nombdemmages causés par les maladies virales,
bactériennes et les ravageurs (Shimada et Otar(l/)20Dans ce paragraphe, nous
présenterons les problemes les plus fréquentsi etogti omniprésents dans les programmes

d’amélioration génétique.
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1.7.1. Les ravageurs

Les charancons Cylas formicarius elegantulus (SummersiCurculionidae,
Coléoptéres) et leurs larves sont les plus destngetparmi les ravageurs de la patate douce
(Dhakhwa, 2008). Les dommages occasionnés peugduire la croissance deés le premier
mois de plantation mais d’autres dommages ne smvigibles avant la récolte. Les insectes
S’attaquent aux racines de la patate douce dasisal@p et pendant la conservation (Talekar,
1982). Les larves et les adultes vivent sur lelibege mais préférent attaquer les tiges et les
parties souterraines (Dhakhwa, 2008). Les larveasemt des galeries dans les tiges et les
racines et les remplissent avec leurs excrémartsiégagent une odeur caractéristique de
terpene perceptible méme dans les racines endoresiagé qui les rend impropres a la
consommation humaine (Talekar, 1982). Il est dlfficle lutter contre le charancon malgré

I'utilisation des insecticides (Talekar, 1982).

1.7.2. Les maladies

La patate douce est attaquée par de nombreusediesatborigines diverses. Les
plus importantes sont celles qui se répercutenéctiiment sur la qualité de la récolte et
gu’'on appelle les maladies post récolte et qui sarparticulier provoquées par des agents

viraux.

a. Les maladies post récolte

Ce sont des maladies qui touchent les racinestéé&sol Les plus dévastatrices
apparaissent quelques heures apres l'arrachagee(Mi882a). Certaines de ces maladies
qui apparaissent pendant la conservation sont ieprigsentes avant la récolte. D'autres
maladies peuvent également provenir des semenitiséasg pour la multiplication (Moyer,
1982a).

Il est possible de classer les maladies en traidgoaes, d'apres la position de
I'infection initiale par rapport au moment de lacakke on distingue: les maladies
contractées avant la récolte, les maladies cogtragbendant le déroulement de la récolte
et les maladies contractées pendant la consenettitexpédition.

> Infection avant la récolte

Les germes pathogenes responsables de ces maadieBéquemment introduits

lorsque l'on utilise des semences infectées pomnuléiplication. Ainsi, la pourriture noire,
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causée pacleratocystis fimbriataprovoque des lésions circulaires de couleur sombre
visibles sur les tiges et les racines souterra@gh@guvent pénétrer vers I'anneau vasculaire.
L'envahissement secondaire peut aboutir au dépearess de la racine entiere. L'agent
pathogene est propagé sur les semences et jeyesscieez lesquels les symptédmes sont
indiscernables, et il est capable de survivre esidébris abandonnés au champ. Il sporule
sur les racines pendant la conservation. Les nmées/ent propager l'inoculum ce qui
augmente l'incidence de la maladie. Par contrepédigcules, causées pstonilochaetes
infuscans E11 et Halst ex Harfesont essentiellement une maladie cosmétique. La
colonisation est limitée au périderme et n'affgxae la partie comestible de la racine, mais
les taches superficielles brun foncé a noir de déamupde la racine déplaisent aux
consommateurs. De plus, un rapetissement marqoiddeit pendant la conservation, dd a
la perte excessive d'eau des zones éclatées idienpée. Les lésions grandissent pendant
la conservation. Les conidies sont produites eguen chaines sur la surface de la racine
d'ou elles peuvent gagner d'autres racines et geppafection. Contrairement a beaucoup
de germes pathogénes de la racine de la patate,ddonilochaetesnfuscans n'infecte
pas a la faveur d'une blessure. Les appressoftraent sur la surface de la racine a partir
de tubes a germes et le périderme est ensuiteisélole facon intracellulaire (Moyer,
1982a).

Le nématodeMeloidogyne spppeut étre l'origine des craquelures ou d'autres
blessures susceptibles de faciliter I'entrée daugermes pathogénes. De plus, des amas
d'ceufs sont quelquefois trouvés dans le péridemmBéoorce des racines cultivées dans

des champs fortement infestés (Moyer, 1982a).

Les maladies virales appelées généralement SPVBe(spotato virus disease)
entrent aussi dans cette catégorie. Une vingtanéyges de virus ont été signalés chez la
patate douce dans le monde (Salazar et Fuente).20thfection par les virus est la
premiére cause de déclin des variétés (Daifu g2@01), et les chutes de rendement suite a
I'infection peuvent étre considérables. Elles pahateindre la totalité de la récolte. Les
virus sont transmis soit par les pucerons, soitlgmmaleurodes (Salazar et Fuentes, 2001)

mais proviennent aussi des semences infectéesdéanal., 2002).

> Infection au moment de la récolte

Les maladies de cette catégorie sont habituelleceurgées par des organismes du

sol, qui infectent les racines de patate doucaets les blessures fraiches. Méme la plus
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petite éraflure, en enlevant un peu de "peau "t foeunir lI'entrée nécessaire a l'infection
(Moyer, 1982a). Dans cette catégorie, on peut Gt@ourriture de surface causée par le
champignonFusarium oxysporum SchlerElle provoque des lésions circulaires qui
deviennent visibles 3 a 4 semaines apres la rédatpourriture noire de Java, causée par
Diplodia tubericola (Ell et Ev) Tauybet la pourriture charbonneuse, causée par
Macrophomina phaseoli (Tossi) Gogbnt également d'importants pathogenes pouvant

infliger des pertes sévéres pendant la conserv@iloyer, 1982a).

» Infection au stade post-récolte

Ce sont surtout les maladies qui provoquent la ngave des racines quelques
heures ou jours apres linfection, ce qui les remgropres a la vente ou a la
consommation. Ces maladies sont fréquemment oleseménédiatement apres la récolte.
Les petites blessures infligées aux racines auscalur nettoyage, l'eau de lavage
contaminée et I'emballage de racines humides, itasst des conditions quasi optimales
pour linfection au moment ou les racines sont \@&de du lieu de stockage et
conditionnées pour étre expédiées sur le march@raduction par la plante d'enzymes
pectolytiques, apres linfection, entraine une aliggn rapide des parois cellulaires et

I'apparition d'une maladie caractérisée par lajtoue molle des tissus (Moyer, 1982a).

Une des pourritures molles est causéeRiaropus stolinifer (Ehr ex Fr) Undles
tissus infectés par ce champignon sont mous, huneitiélandreux. lls dégagent une odeur
douceatre caractéristique. Un élément diagnostdgiela maladie est la présence de
mycélium dense, aérien a spores brun foncé, soapplé «favoris ». Une seule racine
tubérisée infectée peut, si elle est introduitesdan réservoir de lavage, contaminer toutes
les racines qui seront nettoyées avec cette eabadtérieErwinia chrysanthemprovoque
une autre pourriture qui peut étre confondue aagwécéedente dans sa phase racinaire. La
maladie est classée comme maladie post-récolteise ade ses effets dévastateurs sur les
racines. Cependant, elle pourrait tout aussi hienddassée dans les deux autres catégories,

puisque les plants sont aussi infectés au champ€M@982a).

b. Maladies virales
Les maladies virales appelées généralement SPVBe{spotato virus disease) sont

les maladies les plus importantes en Afrique ebgablement dans le monde (Gibson et al.,

21



2004). Elles sont considérées comme la principalese d’extinction de variétés (Salazar et
Fuentes, 2001).

Une vingtaine de types de virus ont été signetez la patate douce dans le monde
dont trois ont été trouvés en Chine: « Sweetpdedthery mottle virus” (SPFMV), “Sweet
potato latent virus” (SPLV) et “Sweet potato caudHike virus” (SPCLV) (Feng et al. 2000).
lIs sont transmis soit par les pucerons soit paeleurodes (Salazar et Fuentes, 2001).

Les symptomes des virus occasionnant des maladézsia patate peuvent étre classés
en six catégories: des étiolements en spots sufeleles, des feuilles tachetées (mottled
leaves), des feuilles enroulées, des feuilles gdisou froissées, des feuilles jaunes et des
racines tubérisées craquelées (Feng et al., 2000).

Sweet potato feathery mottle virus (SPFMV) estliesgréequent dans le monde et le
plus caractérisé parmi les virus infectant la matdbuce (Moyer et Abad, 2001). Il est
responsable de la maladie dite craquelure rousseger@ant, I'infection par ce seul virus ne
donne pas de symptomes en Afrique (Gibson et @D4)R Les atteintes virales sont souvent
dues a des complexes de virus (Salazar et FueB@x]) qui different d’'une zone
géographique a une autre. Ainsi, en Afrique, leaEpmes sont frequemment dus aux virus
Sweet potato chlorotic stunt virus (SPCSV) et Svpetato feathery mottle virus (SPFMV)
(Gibson et al., 2004) alors qu’en Chine, les ppaai virus sont Sweet potato feathery mottle
virus (SPFMV) et Sweetpotato Latent Virus (SPLV)vsupar Sweetpotato Caulimo-Like
Virus (SPCLV) (Feng et al., 2000). La symptomat@ogemble varier en fonction du
complexe de virus a tel point qu’elle devient diff a distinguer pour les observateurs non
expérimentés (Salazar et Fuentes, 2001).

L’infection par les virus est la premiere causedéelin des variétés (Daifu et al.,
2001), et les chutes de rendement suite a l'irdacsiont considérables et peuvent atteindre
99% du rendement.

En absence de chimiothérapie pour traiter ces nesalh culture de méristemes était
devenue la technique la plus efficace pour élimlasrvirus de la patate douce (Feng et al.
2000). L'utilisation de plants indemnes de virusutpeestaurer les excellents rendements
d’origine et augmente la résistance a d’autresqogihes commilonilochaetes infuscaret
Ceratocystis fimbriateet le nématod®ratylenchus coffea@~eng et al. 2000). Cependant,
plusieurs problemes limitent la bonne utilisati@nagtte technologie comme le colt élevé des
semences saines, des systemes de distributiomtenses mal organisés et une technologie
de détection peu fiable (Daifu et al., 2001). Emsple rendement diminue graduellement au

cours des plantations successives suite a la cofimfie par les virus. Le potentiel
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d’augmentation du rendement pour les plants indsndeevirus peut étre maintenu pendant 3
a 4 ans (Feng et al., 2000).

2. Amélioration génétique chez la patate douce
2.1. Amélioration classique

La patate douce est menacée par de nombreux d$ti@sgues et abiotiques, en
particulier les dommages séveres causes par leadieal virales et bactériennes et les
parasites (Shimada et Otani, 2007), ce qui expligubesoin persistant d’amélioration de
cette culture.

La constitution d'une large base génétique est wimlgble important a toute
amélioration génétique. Plusieurs centres ont d¢ogstles banques de genes. D’aprés un
rapport préparé pour la Conférence technique iatemmale sur les ressources
phytogénétiques organisée a Leipzig en Allemagnel@®6 (FAO, 1996), le nombre
d’obtentions de patate douce et espéces voisiflkectionnées dans le monde est estimé a
31796 dont 40% dans des centres internationaux égiorraux. La collection la plus
importante se trouve au CIP (International pot&iater — Pérou) avec 21% des obtentions.

La multiplication végétative, qui présente le risgde transmission de maladies
virales, limite 'échange de matériel végétal ateau international (Fajardo et al., 2002).

Le succes de toute conservation ou programme di@agon dépend de la
compréhension de la distribution de la diversitéégigue au sein du pool génétique (Zhang et
al., 2000). La caractérisation des collections demplasmes était basée traditionnellement
sur des caractéres morphologiques (Fajardo €2G02) et/ou agronomiques (Huaman et al.,
1999). Cependant, dans la mesure ou le degré @&ssipn de certains caracteres
morphologiques varie avec I'environnement, il pslaivérer difficile de déterminer certains
caractéres avec exactitude. L'utilisation des meugs génétiques pour établir les relations
génétiques et I'ampleur de la diversité des cablest de germplasme assure un moyen
alternatif pour la caractérisation des collecticosnme base pour la sélection au sein de la
collection (Brown, 1989). Les marqueurs molécukairee sont pas soumis aux effets de
'environnement, ils sont virtuellement en nombiémité et leur analyse peut étre
automatisée (Fajardo et al., 2002).

Différents marqueurs moléculaires ont été utiligéar caractériser la patate douce et
ses espeéces voisines comprenaotamment la variation des sites de restriction de
chloroplastes (McDonald et Mabry, 1992), RFLP (Reson fragment length
polymporphism) (Jarret et al., 1992), la RAPD r{(am Amplified Polymorphic DNA)
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(Williams et al., 1990 ; Gichuki et al., 2003a),a DAF (DNA Amplification fingerprinting)
(Caetano Annollés et al., 1991) et plus récemmesat 3SRs (simple sequence repeats)
(Hwang et al., 2002) et I' AFLP (Amplified Fragmeogngth Polymorphism) (Huang et al.,
2002, Zhang et al., 2004, EI Ameen et al., 2008).

La constitution d’'un pool génétique a stimulé ketf d’amélioration chez la patate
douce. Des progres ont été réalisés par I'utibsaties méthodes de sélection classiques pour
I'introduction des caracteres de résistance awadied (Terry, 1981; Arrendell et Collins,
1986; Clark, 1986), aux nématodes (Jones et D)) et aux insectes (Jones et Cuthbert,
1973), ainsi que pour lI'amélioration de la teneurpeotéines et de la qualité du tubercule
(Water et al. 1984), notamment suite a I'hybridatavec lipomoea trifida(lwanaga et al.,
1991). Cependant ces efforts sont sérieusementidaguéd par la reproduction sexuée
défectueuse chez la patate douce. En effet, en @luse floraison souvent faible (Van
Reennen, 1965), plusieurs auteurs font état déefmbs au niveau de la fructification et la
grenaison chez la patate douce (Van Reennen, 1964 Reennen, 1965), chez les espéces
voisines (Wedderburn, 1967) et leurs hybrides (Mat970a). Ces faiblesses sont dues a
deux phénoménes distincts : I'auto-incompatibiétéla stérilité (Martin, 1970b).En plus, il
est souvent nécessaire de stimuler la floraisordparméthodes comme I'accrochage a des
supports ou tuteurage et le greffage sur diff@®mspeces d’'lpomoea, qui ont donné des
résultats satisfaisants (Van Rheenen, 1965).

L’auto-incompatibilité existe chez la patate douetpeaucoup d’especes primitives
du genre Ipomoea ainsi que chez d’autres genrda fimille des convolvulacées (Martin,
1982). Ce phénomeéene se retrouve méme chez desesspauvages diploides comme
Ipomoea trichocarpaet Ipomoea gracilis (Wedderburn, 1967) etpomoea setifergMartin,
1982). C’est un systéme d’auto-incompatibilité deutu triple de type sporophytique multi-
alleles (Martin, 1982).

La stérilité de la patate douce et de ses hybiges des espéces voisines résulte de
plusieurs phénomenes comme l'avortement du pdlichec de la germination du pollen, la
faiblesse de croissance du tube pollinique etolanétion de petites graines immatures
(Martin, 1970). Cette stérilité s’exprime donc a membreux stades et serait due a un
déseéquilibre génétique accompagnant I'hexaploideetin, 1982).

L’amélioration classique de la patate douce baséd’ls/bridation sexuée se trouve
donc limitée par la stérilité et I'auto-incompadiitié de cette plante (Otani et Shimada, 2002;
Shimada et Otani, 2007). En plus, le processuglgetn est un travail de longue haleine et

exige la manipulation d'un grand nombre d'individes des systemes d’amélioration
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sophistiqués a cause de I'état hexaploide de &edbuce et aussi de la différence de niveau
de ploidie avec les espéces apparentées, notamip@mipea trifida(Srisuwan et al., 2006 ;
Cavalcante-Alves, 1996). Il était donc devenu irap€rde faire appel a des techniques

modernes de biotechnologie comme la culinrgtro et la transformation génétique.

2.2. Amélioration par les méthodes de biotechnologie
2.2.1. Culture de noceuds et d’apex
L’ensemencement de fragments de tige de 1 cm dpdomprenant un nceud permet
une multiplication efficace et conforme. Le miliewle culture comprend en général la
composition minérale de Murashige et Skoog (19&R)itmnnée de 0,5 a 1 mg/L d’AlA
(Cavalcante-Alves, 1996).

2.2.2. Culture de méristémes

Plusieurs travaux ont été réalisés dans le buttefmbdes plants indemnes de virus.
En général, des domes méristématiques de 0,2 @@, Sont prélevés a partir de bourgeons
axillaires (Feng et al., 2000). Ces méristemes satiivés sur milieu MS additionné de 1
mg/L de BAP, 0,01 mg/L d’ANA et 1 mg/L de GALa détection des virus peut se faire soit
par indexage en greffant la plante supposée irdest# des plantes indicatrices sensibles
telles quelpomoea setosau par détection sérologique de type ELISA ou EbISA (Feng
et al., 2000).

2.2.3. Organogenése

L’application de techniques d’amélioration de lagb@ douce incluant la variation
somaclonale, le transfert de genes par transfoomagénétique et I'hybridation somatique
exigent la maitrise de la régénération de plaraesplturein vitro (Sihachakr et al., 1997).

La patate douce est considérée comme récalcitpantela régénération a cause de la
faible fréquence et I'effet du génotype (Shimad@ini, 2007).

Plusieurs travaux ont montré la capacité de fragsnée tige a régénérer des pousses
(Sihachakr, 1982; Bouhassan, 1984; Houndonough®9)1%es bourgeons se développent
sur les explants, soit au niveau des cals cicalsicisoit directement sur les explants a
proximité des zones lésées, soit sur les racine®maées (Sihachakr, 1982 ; Houndonougbo,
1989). Le résultat optimal est obtenu sur un miiemprenant une combinaison de 2,4D et
de kinétine a 0,01 mg/L chacune (Sihachakr, 198@undonougbo, 1989) mais avec un effet
a la fois de la variété et de la polarité sur [gorése (Houndonougbo, 1989).
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Des explants foliaires ont aussi permis la régéioérale plants. Ainsi, Wang et al.
(1999) rapportent que la combinaison de 0,05 mg/R.dD et 0,5mg/L de kinétine était utile
pour une régénération efficace a partir de calssisie pétioles. De méme, Le thidiazuron a
permis la régénération de pousses a partir de Batgde pétiole du cultivar PI318846-3’
dont plus de 77% des explants cultivés ont forngpbrisses (Gosukonda et al., 1995 a et b).
Des plants ont aussi été régénérés a partir d'etplaliaires selon le méme protocole en
utilisant la zéatine riboside a la place du thidran (Porobo Dessai et al., 1995). Des pousses
adventives ont été régénérées directement a paiplants de pétioles ou de limbe chez 18
parmi 27 génotypes testés.

Otani et al. (1996) rapportent que la présence &AB de nitrate d’argent (AgN§D
dans le milieu d’induction de cals stimule la fotma de pousses et I'optimum de
concentration était de 2 mg/L. La fréquence de mégtion était de 70 et 73,3% pour les
explants issus de feuilles.

Chez la patate douce, des fragments de racinesééges peuvent étre induits a
former des pousses. Cette forme de régénératide abéenue par Pido et al. (1995) sur
milieu MS additionné de 0,2 mg/L d’ANA seul ou comb avec 0,1 mg/L de BAP alors que
Carsweell et Lucy (1984) ont utilisé 1mg/L d’ANA@tL mg/L d’AlB. Cette caractéristique a
été exploitée par Sihachakr et al. (1997) pournméggr des pousses a partir des cultures de

protoplastes.

2.2.4. Culture et fusion des protoplastes

L’isolement, la culture des protoplastes et la négation de plantes constituent un
préalable nécessaire pour réaliser le transfergatees par I'hybridation somatique ou la
transformation génétique (Sihachakr et al., 1997).

Chez la patate douce, les protoplastes constitueat source intéressante pour la
production d’hybrides somatiques avec les cultiwdries espéces apparentées sexuellement
incompatibles, et aussi pour la transformationétjgne (Shimada et Otani, 2007). En plus,
I'hétérogénéité cellulaire des populations de laisies est particulierement intéressante
pour l'isolement de variants somaclonaux aveccdeacteres ameliorés tels qu’'une meilleure
performance ou une meilleure qualité des racinesdrisées (Sihachakr et al., 1997).

Des travaux sur l'isolement des protoplastes chgzatate douce ont été publiés dés
les années 80. Les tissus sources de ces propksient souvent constitués de fragments
de pétiole (Bidney et Shepard, 1980 ; SihachakKruereux, 1987a et1987b ; Sihachakr et al.,
1997 ; Perra et Ozias-Akins, 1991; Belarmino etX094 ; Dhir et al. ; 1998), de fragments
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de tige (Sihachakr et al., 1997 ; Belarmino et 4994), de cals riches en anthocyanes
(Nishimaki et Nozue, 1985; Sihachakr et al., 1987) de cals et suspensions embryogénes
(Sihachakr et al., 1997).

Des rendements en protoplastes similaires ontl#nos chez les plantes donneuses
cultivées sous serre ietvitro (Sihachakr et Ducreux, 1987a, 1987b, 1993).

Le mesophylle foliaire est en général résistard digestion enzymatique (Bidney et
Shepard, 1980; Sihachakr et Ducreux, 1987a et )9&#dpendant, Otani et al (1987) ont
isolé des protoplastes a partir du mesophylle drari@&té Jewel par I'utilisation d’un fragment
apical représentant environ le quart des feuilleapietement étalées qui avaient été incubées
au préalable dans I'eau stérile avant d’étre tegiivec une solution enzymatique.

La régénération de plantes a partir de culture dHoplastes a rencontré des
difficultés. Ainsi, dans certains cas, les protsf#a ont donné seulement des cals (Nishimaki
et Nozue, 1985) ou des cals avec racines (Otaal.,el987). Sihachakr et al. (1997) ont
obtenu des cals organogénes avec des zones ventesnd des pousses chez seulement deux
variétés alors que les huit autres variétés formaeulement des racines. lls ont obtenu des
bourgeons apres le repiquage de fragments de sasimain milieu de régénération approprié.
Un protocole similaire a été réalisé par Perraza®Akins (1991).

L'utilisation de cals ou de suspensions cellulaieesbryogenes n'a pas permis de
régénérer des plantes a partir de protoplastesomt th capacité embryogene n’est pas
maintenue Sihachakr et al. (1997). Cependant,gén&ration par embryogenese somatique a
partir de protoplastes issus de pétiole a été iepss Dhir et al., (1998) et Belarmino et al.
(1994).

La conformité des plants régénérés a partir deoplastes varie d’'un travail a un
autre. Dhir et al. (1998) et Perra et Ozias-AkinkO9(l) ont obtenu des plants
phénotypiquement normaux alors que Sihachakr €1987) ont obtenu a la fois des plantes
phénotypiqguement normales et des plantes montrast ahomalies morphologiques:
fasciculées, abondamment ramifiées et naines.

Peu de travaux ont été signalés dans le domaitee fdsion somatique chez la patate
douce (Shimada et Otani, 2007). Wang et al. (1887pbtenu des hybrides somatiques entre
deux cultivars incompatibles Koganesengan et Bitanhbhybride obtenu avait le nombre de
chromosomes prévisible (2n = 12x = 180) et montuaie croissance lente et une faible
fertilité pollinique. Liu et al. (1993a)nt réussi a produire un hybride interspécifiqueesia
patate douce cv. ‘Kokei 14’ etlpomoea trilobamais le caractere hybride n'a pas été

confirmé. Une fusion interspécifique entre la patuce cv. ‘Bitambi’ elpomoea triloba a
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donné des plants hybrides possédant une morpkolo¢ggrmédiaire et un nombre de
chromosomes compris entre 45 et 65 (Wang et &8)19

En plus, Belarmino et al. (1996) ont realisé ungidn asymeétrique entre la patate
douce eitpomoea trifidaou Ipomoea lacunosaradiés avec les rayons X. lls ont obtenu des
plants hybrides pour la combinaison cv. « Shisagaa » etpomoea trifida L'état hybride
des plantes a été confirmé par I'analyse isoenzyomeat

Les hybrides somatiques n'ont pas été analysé®t@i dour leurs caracteres tels que
le systeme racinaire et la descendance. Des rétestpplémentaires sont nécessaires pour
I'obtention d’hybrides somatiques entre des géregygexuellement incompatibles (Shimada
et Otani, 2007).

3. Embryogenése somatique chez la patate douce
3.1. Généralités sur I'embryogenése somatique

3.1.1. Définitions

L'embryogenese somatique est la formation d'emisrgopartir de cellules non issues
de la fusion des gameétes (Ammirato, 1983).

Le développement de I'embryon somatique ressemlbieiteéfment a celui de
I'embryon zygotique a la fois morphologiquemenphbysiologiquement (Zimmerman, 1993).
Il est caractérisé par l'existence d'un axe pdatesminé par un méristeme de tige et un
méristéme de racine et son développement s'effesgtlom une séquence de stades définis
dont les principaux sont: le stade globulaireddorme, torpille, et cotylédonaire (Margara,
1982).

L’embryogenése somatique est donc utilisée parneikie comme un systeme
expérimental pour examiner les événements morpltpleg, physiologiques et biochimiques
durant I'embryogenése (Zimmerman, 1993). Cependianta quelques différences entre les
deux types d’embryogenése dont les principaux temes sont I'absence de différentiation
d’albumen, développement absent ou retardé, I'alesele dessication et de dormance et
I'acquisition de la compétence avant le développgndes embryons dans I'embryogenese

somatique (Féher et al., 2003).
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3.1.2. Les principales étapes de I'embryogenése somatiu
L’embryogenése somatique est un processus de magénéqui, d'apres Von arnold

et al. (2008) se déroule en 5 étapes essentiellesoqt :

¢ Initiation des cultures embryogénes (PEMs) parucelte I'explant initial sur
un milieu contenant des régulateurs de croissancw l'auxine avec souvent des
cytokinines. Cette transition de la cellule somatica I'état embryogéne est un processus
complexe comprenant la dédifférenciation, la réation des divisions cellulaires et une
reprogrammation du développement (Féher et al.,320Q’'initiation de la voie de
I'embryogenése est limitée a certaines celluleBed@lant (Von Arnold, 2008) qui subissent
un ensemble de modifications et se transformeme#ules dédifférenciées compétentes pour
I'embryogenése.

¢ Prolifération des cultures embryogénes sur miliglids ou liquide contenant
une composition en régulateurs de croissance siegacelle de I'étape précédente. Pour la
propagation a grande échelle, il est souvent pabférd’établir des suspensions cellulaires
(Von Arnold et al., 2002).

¢ Prématuration des embryons somatiques sur milieérgéement dépourvu de
régulateurs de croissance ce qui inhibe la pralifén cellulaire mais stimule la formation des
embryons et le début du développement (Von Arndldile 2002). L'élimination ou la
réduction de l'auxine dans le milieu de culture estgénéral préconisée durant cette phase.
Avec cette réduction, le blocage de I'expressiea genes nécessaires au passage au stade
cordiforme est levé (Zimmerman, 1993).

¢ Maturation des embryons somatiques par culture usumilieu contenant
I’ABA et/ou un faible potentiel osmotique.

¢ Développement de plants sur milieu dépourvu delaégurs de croissance.

3.1.3. Origine cellulaire de I'embryon somatique

L’embryon somatique peut avoir une origine unidelihe (Sharp et al. 1980; Wann,
1988 ; Féher, 2006 ; "Samaj et al., 2006). Il aggdment admis que les cellules embryogeénes
compétentes peuvent étre reconnues morphologiquernamme des cellules de petite taille
arrondies, avec un cytoplasme riche, un gros nogatral et de petites vacuoles. Elles sont
ainsi similaires aux cellules méristématiques oz yaote et cette ressemblance est renforcée
par la division inégale (Féher, 2006). En plugslsont couvertes par un réseau de matériel

fibrillaire formant la couche la plus externe deplaroi appelée ECMSN (the extracellular
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matrix surface network) qui a été trouvée cheziplus espéces végétales Dicotylédones,
Monocotylédones et Gymnospermes ("Samaj et al.6)2BBCMSN est observée dans les
premiers stades embryonnaires dont le stade gliobw@adisparaissent quand le protoderme
est formé (Dubois et al. 1992; "Samaj et al. 19€9s cellules sont aussi entourées de
callose et isolées des autres cellules par obturates plasmodesmes (Suprasanna et Bapat,
2006). La cutine forme aussi une couche contindmetogene dans les régions embryogenes
et sur les embryons (Tchorbadjieva, 2006). Elleleisphysiologiqguement les cellules
compétentes de leurs voisines et protege I'embiamire la perte d’eau et I'action des
enzymes hydrolytiques de la paroi (Tchorbadjie®6).

Ces cellules compétentes peuvent étre aussi casaet® par la position centrale du
noyau et présentent des particularités relativesrganisation de leur cytosquelette ("Samaj
et al. 2006).

Plusieurs auteurs ont aussi suggéré que I'embrgorasque peut avoir une origine
multicellulaire (Hamama, 2002). Ainsi, chez le cioeq Verdeil et al. (1994) ont conclu que
l'initiation des embryons est d'origine pluriceliile et que cette voie est le plus souvent a
I'origine de structures embryonnaires incompléetesans meéristeme caulinaire. De méme,
chez le bananier, Lee et al. (1997) ont montrélgumbryon somatique issu de sections de
rhizome peut étre d'origine unicellulaire & partiu tissu vasculaire ou d’origine
multicellulaire a partir de tissus périvasculaires.

Des coupes réalisées a difféerents niveaux des eetlataires deDaucus carotteont
permis de mettre en évidence, au microscope étegtre, la présence de régions
méristématiques, ou les cellules se recloisonneat former des groupes bien individualisés
de cellules a cytoplasme dense (Benbadis, 1978). paroi épaisse rappelle I'épaississement
de la paroi des embryons zygotiques, et le nontifmmeement d’'un grand nombre de
plasmodesmes montre qu’il y a suppression de negaiommunications et corrélations avec

les cellules avoisinantes.

3.2. Mécanismes cellulaires de I'embryogenése somatique
Le processus de I'embryogenése somatique débutéapquisition de la compétence
embryogéne. Cette acquisition exige a la fois lésence d'un potentiel génétique et
I'optimisation des conditions de culture ("Samagle2006).
La figure 2 présente un modele hypothétique deseiménts cellulaires qui sont a
I'origine de I'embryogenése somatique (Fehér, 20@®lon ce modele, des cellules de

I'explant recoivent une multitude de signaux pates qui permettent leur transformation en
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cellules dédifférenciées compétentes pour 'embepeége. Ces cellules seront effectivement
embryogénes si les conditions cellulaires et eeepermettent I'expression du programme
embryogénique qui est, dans la plupart des casgriamr ou en parallele avec les divisions
cellulaires (Fehér, 2006). Quand I'embryon estidioe unicellulaire, une division inégale se
produit, il en résulte une cellule terminale damtcytoplasme est riche et une cellule basale
trés vacuolisée et large. Des divisions supplénrestaccompagnées par |'établissement de
la polarité et la formation du modele aboutissantdaveloppement de I'embryon (Fehér,
2006).
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Figure 2: modéle hypothétique des événements a ligme de 'embryogenese somatique
(Fehér, 2006)

L’initiation de la voie de 'embryogenese est liéata certaines cellules de I'explant
(Von arnold, 2008). D’aprés Féher et al. (2003)ynitdes auxines synthétiques utilisées pour
induire 'embryogenése somatique, le 2,4D est deloplus efficace et il est utilisé dans la
majorité des cultures embryogenes. Cependant,ukitheh ne peut pas étre considérée
comme une simple réponse a des régulateurs desamois appligués compte tenu de la
grande diversité des facteurs d’induction compremmtamment d’'autres régulateurs de

croissance tels que les cytokinines. L'ABA et destéments non hormonaux comme le
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stress osmotique, des ions de métaux lourds outedepératures élevées peuvent, dans
certains cas, induire 'embryogenése somatiquestlreulus constitué par le stress semble
plutét déterminant dans ce phénomeéne (Féher &(4l3).

La réponse au stress est représentée par un dessemnméactions en cascades assurant
la transduction du signal (Suprasanna et Bapatf)200e calcium sous forme activée
Ca-calmoduline (Ca-M) semble jouer le role de sdamessager dans ce processus (Féher et
al., 2003; Suprasnna et Bapat, 2006). En effetél@endance de 'embryogenese somatique
des concentrations internes et externes én &£até démontrée dans différents systémes. Des
variations caractéristiques du pH intracellulaieenblent aussi associées avec cette transition
(Féher et al., 2003) ainsi que des flux d’AlA enélog . Des données supplémentaires laissent
penser que des protéines kinases calcium dépesdaotd impliquées dans la voie de
transmission du signal durant 'embryogenése sauat{Féher et al., 2003).

La polarité au sein de I'embryon est établie patdrmédiaire d’'un modéle contrélé
de divisions des cellules embryonnaires, d’élomgatiu suspenseur et des cellules du cal
("Samaj et al., 2006). Le développement polariseyfiote et de 'embryon impliquent la
formation de méristemes caulinaire et racinaire. digision initiale chez les plantes
supérieures est asymétrigue. Cet événement étabfiblarité et détermine le modéle de
développement ultérieur. (Féher et al., 2003). eCativision asymétrique existe dans
I'embryogenese somatique mais son role dans liésdrhent de la polarité est encore sujet a
controverses (Féher et al., 2003). Le cytosquekdttes parois cellulaires paraissent jouer
ensemble un réle régulateur essentiel duranttégses initiales et tardives du développement
de I'embryon ("Samaj et al., 2006). Il semble gaepblarité et la morphogenese soient
contrblées via des fonctions coordonnées de ceg deuctures qui sont apparemment
interconnectées et forment une structure suprdaelappelée continuum paroi squelettique-
membrane plasmique-cytosquelette (cytoskeletonmaasmembrane—cell wall continuum)
mais les molécules qui assurent la liaison ne gastencore déterminées ("Samaj et al. 2006).
Chez le mais, par exemple, les cellules compé&gmesentent un abondant cytosquelette
endoplasmique arrangé sous forme de microtubulelesfilaments d’actine périnucléaires
rayonnants. En plus, des réarrangements abouti&santytosquelette cortical plus abondant
semblent nécessaires a I'adhésion cellulaire, larisation et le développement des embryons
somatiques ("Samaj et al. 2006). En plus, ce peaseest aussi contrblé par des molécules de
la paroi cellulaire ayant des propriétés signali&gjcomme les protéines arabinogalactanes
(AGPs) et les pectines ("Samaj et al., 2006). ftat,ales expériences menees sur différents

systémes expérimentaux montrent que les AGPs jouent role important dans
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'embryogenése somatique et d’autres AGPs sontcess avec la mort cellulaire
programmée ou apoptose (cf. “Samaj et al., 2008).eRemple, les AGPs libérées ou
ajoutées dans le milieu de culture étaient capatileduire I'embryogenese somatique chez
différentes especes végeétales. Il a aussi été dédayu’un épitope appelé JIM8 se transmet,
de maniere asymétrique, pendant la division cetlilax une cellule JIM8— embryogéne et
une cellule JIM8+ apoptotique (Tchorbadjieva, 2006)

3.2.1. Expression des geénes

Les cellules somatiqgues des plantes contiennente tdinformation génétique
nécessaire a la création de plants complets fomatis. L'induction de I'embryogenése
somatique consiste en la terminaison (ou l'inteicup) du modele d’expression génétique en
cours et son remplacement par le programme d’egioregéenétique de 'embryogenése (Von
Arnold et al., 2008). L'initiation du développemeeaibryonnaire au niveau de cellules
différentiées exige une reprogrammation cellulaicempléte (Fehér, 2006). Cette
reprogrammation implique, pendant la déedifféremamgtl’élimination ou la modification des
profils transcriptionnels et traductionnels dedtétifférentié afin de permettre aux cellules de
mettre en place un nouveau programme développehtEateer et al, 2003).

Plusieurs genes avec expression modifiee duramtbfgogenése somatique ont été
identifiés mais la plupart concernent les stadediftadu développement (Fehér et al., 2003).
Il s’agit des génes qui codent pour les protélittea (late-embryogenesis abundant proteins)
qui sont trés hydrophiles et sont exprimés abondamindans la phase tardive de
I'embryogenése zygotique (lkeda et Kamada, 2006wtexpression est régulée par 'ABA
(Zimmerman, 1993). Leurs mécanismes de régulagarbient similaires entre les deux types
d’embryogenéeses (Ikeda et Kamada, 2006).

A part les protéines LEA, I'effort des chercheuessfocalisé sur l'identification des
géenes qui sont activés durant la premiere phadembryogenése somatique. Il ont insisté
sur ceux qui sont impliqués dans et I'acquisitienlal compétence embryogene et la réponse
aux régulateurs de croissance. Ces études quidgtaitiées dans certains articles (Féher et
al., 2003; Thomas et Jiménez, 2006), ont permisnddre en évidence plusieurs genes. |l
s’agit d'une part de génes qui sont régulés paxliee comme parA, parB et parC, qui ont été
détectés de maniere transitoire durant la reprisel'activité méristématique dans les
protoplastes du mésophylle de tabac et d’autre gestgenes codant pour des protéines de
choc thermique (heat chock). En revanche, SERK #sonembryogenesis receptor kinase)

est le seul géne connu qui joue un réle dans liadgn de la compétence dans les cellules
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végétales (Fehér et al., 2003). Ce gene a étéfidastiez la carotte et code pour une protéine
réceptrice riche en leucine (Schmidt et al, 1998s homologues de ce gene ont été par la
suite isolés chez dautres especes (cf. Tchorbadji2006). Son expression était
caractéristique des cultures cellulaires embryog@teesse aprés le stade globulaire chez la
carotte (Schmidt et al, 1997).

La structure de la chromatine semble jouer undéterminant dans ce processus. Des
changements dynamiques de la structure de la etimensont influencés a la fois par des
modifications post traductionnelles des extrémikéserminales des histones et par des
modifications directes de 'ADN comme les méthyas (Thomas et Jiménez, 200bes
résultats expérimentaux laissent supposer quent®delage de la chromatine aboutit a la
libération du programme de I'embryogenese qui &@stimé dans les cellules végétatives par
les mécanismes « chromatin-based silencing » (F8066). En effet, un grand nombre de
génes connus, chez la drosophile, sous le nom depgr Polycomb (Pc) régulent
I'accessibilité/inaccessibilité de régions de chosomes particuliers et des genes similaires
jouent un réle dans la suppression du développemiientiles non fécondés (Féher et al,
2003).

Ce remodelage de la chromatine semble jouer deles ndrincipaux durant les
premiers stades de I'embryogenése somatique: édigment de la chromatine a structure
superenroulée et I'activation spécifique d’'un geue géenes exigés par le développement
embryonnaire (Féher et al, 2003). Cependant, Iatourequi reste posée est la nature du
signal principal et comment il provoque le remodelade la chromatine et la
reprogrammation de I'expression des genes duramtbltyogenése somatique (Fehér, 2006).

En plus de l'organisation de la chromatine, la tégon directe des genes implique
des facteurs de transcription spécifiques (Feh@d6R Les progres dans les protocoles de
transformation des plantes et la disponibilité deuuweaux mutants ont permis la
caractérisation de génes qui régulent la transidier’état végétatif a I'état embryogénique
(Thomas et Jiménez, 2006). Quatre facteurs dedrigtisn principaux ont été isolés a partir
d’embryons mutants défectueux (LEC1, LEC2, FUSBRIB) et 3 facteurs ont été isolés par
« differential screening » au niveau de culturebmwgenes (SERK, AGL15 et BBM), tous
sont exprimés durant le développement a la fois etebryons somatiques et zygotiques
(Ikeda et Kamada, 2006). Les mécanismes de régulde I'expression de génes par ces
facteurs de transcription pourraient étre simikiftkeda et Kamada, 2006). L’expression
ectopique de ces genes (expression forcée darsutmeeplante par transgenese) peut a la fois

améliorer I'embryogenése somatigue vitro et provoquer une formation spontanée
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d’embryons sur des plantes intactes. Le nouveaueséfd’identifier la présence de liens
possibles entre les régulateurs de croissancefpbiytmones avec les génes qui influencent la
transition de I'état végétatif a I'état embryogdimbomas et Jiménez, 2006). Ainsi, I'analyse
d’embryons mutants défectueux (LEC1, FUS3, LEC22&i3) a montré que LEC1, FUS3,
LEC2 et ABI3 régulent I'expression de plusieurs egndurant I'embryogenése et la
germination des graines et ces mécanismes de tiégusont en relation avec la production
de phytohormones, le métabolisme des carbohydré&esphotoréactions et la division
cellulaire (Ikeda et Kamada, 2006). Par contrejigeau de 'embryogenése somatique, ily a
peu d’'information sur les mécanismes de régulaties expressions de génes. L'expression
de LEC1, ABI3, FUS3 et LEC2 est similaire dans Zs$ypes d’embryogenéses et, par

conséquent, des mécanismes de régulation pourérentommuns (lkeda et Kamada, 2006).

3.2.2. Marqueurs moléculaires
D’apres Tchorbadjieva (2006), la caractérisation I'ahalyse fonctionnelle de

marqueurs protéiques pour I'embryogenese somatiffue la possibilité de déterminer le
potentiel embryogene des cellules végétales emreulbngtemps avant la mise en place de
tout changement morphologique. Elles peuvent gusshnettre de marquer les différentes
phases du développement de la plante et offreasi dapossibilité d’obtenir une information
supplémentaire sur la base moléculaire de l'indactet la différentiation des cellules
végétales. En plus, une meilleure compréhensios pi@cessus fondamentaux qui
déclenchent et contrdlent 'embryogenese somatidgmsrait aboutir a des protocoles de
régénération plus rationnels. Les marqueurs pnoéSicsont aussi des sondes utiles pour la
définition du potentiel embryogéne et pour mardasrdifférentes phases de développement
de la plante.

L’approche classique dans ce domaine consisteamallse des profils de protéines
totales entre cellules embryogenes et non embrgsgddes changements dans des profils
isoenzymatiques sont parfois détectés entre calsryegenes et non embryogénes dans
plusieurs systemes dont les estérases et lesygases chez la patate douce (Cavalcante-
Alves et al., 1994). Cependant, ce genre d’étudbsutit a un grand nombre de protéines
spécifiques difficiles a utiliser comme marqueurshorbadjieva, 2006).

Les nouvelles techniques utilisées ces dernieregesnont permis de meilleures
approches. Ainsi, plusieurs génes induits duramiiryogenese somatique et pouvant servir
de marqueurs ont été détectés par la techniqueNAafferential screening » dont les LEA

(late embryogeneses abundant proteins). De mémearitcorps monoclonaux contre les
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protéines marqueurs ont été utilisés aussi biemr phucider le complexe structural de la
surface que pour marquer les cellules destinées pmudéveloppement d’embryons
somatiques (Tchorbadjieva, 2006). En plus, Difiéet display est une technique adaptée
aux genes impligués en embryogenese somatique ietomu une faible expression
(Tchorbadijieva, 2006).

Des protéines secrétées dans le milieu de cultoreét® rapportées chez plusieurs
especes (Von Arnold, 2008). Des observations serhbiediquer que ces protéines
extracellulaires sont indispensables pour la difiération et la morphogenése de cellules
végétales et leur nombre limité, fait d’elles dasdidates appropriées comme marqueurs de
I'embryogenése somatique (Tchorbadjieva, 2006 mPkas protéines secrétées ayant un effet
positif sur I'embryogenése somatique est I'endachge IV (EC.3.2.1.14). Cet enzyme
hydrolyse les liaisong31-4 dans la chitine et les protéines arabinogatesta(AGPSs)
(Tchorbadjieva, 2006). Ces AGPs se distingueniguarhaut rapport carbohydrate/protéines
dépassant souvent les 90%. lls sont présents daparbi, la membrane plasmique et se
retrouvent souvent dans le milieu de culture (Vanodd, 2008). Comme signalé auparavant,
Elles jouent un rdle important dans I'embryogenaésenatique et d'autres AGPs sont
associéees avec la mort cellulaire programmée optape ("Samaj et al., 2006).

Parmi les autres protéines détectées existentsti@mses acides, des protéines acides
de transfert de lipides (acidic lipid transfer giatlike proteins), et des endochitinases acides
qui ont été identifiées dans les premiers stadelsqfbadijieva, 2006).

Des résultats expérimentaux montrent que certadmgposants associés a la paroi
comme les pectines, la callose et des protéinéggien glycine pourraient aussi constituer

des marqueurs de 'embryogenese somatique ("Saralj 2006).
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3.3.Embryogenése chez la patate douce
3.3.1. Intérét de lI'embryogenése somatique pour la patatdouce

Le développement d'un systéeme performant de régeoervia I'embryogenese
somatique présente un grand intérét chez la patatee. Il offre des possibilités de
régénération bien supérieures et complémentaires sgitéme de régénération via
l'organogenese, facilitant ainsi I'acces a desnigcles nouvelles qui peuvent étre utilisées en
complément des méthodes conventionnelles de s@ieckiez cette plante. De plus, d'aprés
Cavalcante-Alves (1996), la production d'embryoomatiques peut étre utilisée dans un
schéma de sélection de patate douce pour :

- Multiplier en peu de temps et d'espace un indiviépéré pour ses hautes
performances. Ceci est particulierement intéressams la mesure ou la multiplication sexuée
chez la patate douce pose probléme.

- Conserver et multiplier la structure génétiquendhybride dont I'obtention par
fécondation est difficile due a I'existence d'uneompatibilité parmi les différentes variétés
de patate douce ou entre la patate douce et lésespoisines apparentées, et aussi a celle
d'une faible fertilité des hybrides obtenus.

- Multiplier et conserver des individus obtenus gerses techniques de cultune
vitro, plantes haploides, somaclones, hybrides somatigses de la fusion de protoplastes
ou plantes transformées chez qui la multiplicaseruée est difficile a réaliser comme chez
la patate douce

En plus, de nombreux travaux montrent que les mgtembryogenes constituent un

matériel de choix pour la régénération de planmassgéniques (Shimada et otani, 2007).

3.3.2. Phase d’induction

L’embryogenése somatique chez la patate douce sesmbir été initiee a partir de
cals de culture d’anthéeres (Tsai et Tseng, 1978pe@dant, ce sont les travaux de Liu et
Cantliffe (1984) et de Jarret et al. (1984) qui stdoent le point de départ de succes
importants dans ce domaine. Le tableau ci-apresepté les principaux travaux réalisés chez
cette espece et les principales conditions qui petmis daboutir a des réponses
embryogénes. L'analyse de ce tableau permet deamattévidence un ensemble de facteurs
qui se sont avérés cruciaux pour le succés deaukiah.
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Tableau 2 : principaux travaux réalisés dans le domine de I'embryogenése somatique chez la patate d@u

. - Auxine Pourcentages ez
Génotype Explant Milieu de base Type et concentration (mg/L) dinduction Référence
‘White Star’, ‘GaTG 3’ Apex, fragments de feuilles, LS 2,4-D (1) 22-23% Liu et Cantliffe(1984)
tiges et racines
9 cultivars ‘P18458’, etc.) Apex MS 2,4-D (0,3 8y 10-31% Jarret et al. (1984)
‘White Star’ Ddmes apicaux (0,2—1 mm) MS modifié 40 (2,2) >80% Cantliffe (1993)
7 cultivars (‘Kokei 14, etc.) Apex (0,5 mm) MS 22(0,2) 0-70% Liu et al. (1993b)
7 cultivars (‘“Yu shu 34, etc.) Apex MS 2,4-D (05— 20.0-37.5% Tan et al. (1993)
10 cultivars (‘Duclos 11, etc.) Enom“)rgeons axillaires (0,5-1 MS 24D (2,2) 0-17.0% Cavalcante et al.(1994)
Apex Desamero et al. (1994)
Regal Morceaux de limbe et de
pétiole Zheng et al.(1996)
Apex (0,5-0,7 mm) LS Dicamba (0,5-1) 50.0-94.5% nDea Shimada (1996)
11 cultivars (‘Kokei 14’ etc.) 4FA (0,5-1)
picloram (0,5-1)
Apex (0,3-0,5 mm) MS NAA (1-5)+GA3 (1 a 10) EC irBhnishi et Karube (1996)
. . 2,4-D (0,05-1)
9 cultivars (‘Hi-Starch’, etc.)
piclorame (0,5-2)
Bourgeons axillaires 0,5-1 mm MS 1,1a2,2d®24 2.4.5T Al-Mazrooei et al. (1997)
14 cultivars Apex LS 2,4-D (1) 78-86% Kwon et 2002)
4 cultivars (‘Zami’, etc.) Apex MS 2,4-D (2) Faibdenul Sim et Cardosa (2005)
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a. Explant initial

La plupart des travaux réalisés chez la patateedautdisent des explants de nature
méristématique comme les apex ou les nceuds pioitration de cultures embryogénes (Liu
et Cantliffe, 1984 ; Jarret et al., 1984; Chéeaettldfe, 1988; 1989 a; Shultheis et al. 1990;
Desamero et al. 1994 ; Cavalcante-Alves et al.,199dvalcante-Alves, 1996). Toutefois,
'embryogenése a partir d’explants non méristénuaisqa été rapportée dans plusieurs
travaux comme ceux de Zheng et al. (1996) quobtenu des cals embryogenes a partir de
culture de morceaux de limbe ou de pétiole et cdex Sawada et al. (1990) avec des

fragments de tige.

b. Composition du milieu de culture

Le milieu de base utilisé chez la patate douce centpbgénéralement les macro et
microéléments MS (Murashige et Skoog, 1962) avéférdntes compositions de vitamines
MS ou LS (Linsmaier et Skoog, 1965). L'initiatiore ccals embryogénes exige aussi la
présence d’'auxines synthétiques dans le milieusacdacentrations de 5 a 10 puM. Il s'agit
par exemple du 2.4-D (Cavalcante et al. 1994 ; GHé€antliffe, 1988), du 2.4.5-T (Al-
Mazrooei et al., 1997), du piclorame ou de I'acldtuorophenoxyacetique (4FA) (Otani et
Shimada, 1996). Plusieurs travaux ont montré geffidacité de la stimulation auxinique

dépend aussi du génotype.

c. Effet du génotype

L’embryogenése somatique est considérée commeigeadtent déterminée. Il y a de
grandes différences entre génotypes et cultivaus p® caractere (Von Arnold, 2008). Ce fait
est clairement prouvé chez la patate douce ouequlsiétudes ont montré que la réponse
embryogene dépend du génotype. Ainsi, Jarret €1984) ont obtenu des cals embryogenes
chez 9 génotypes a partir d’apex caulinaires sgrrdiieux contenant le 2,4-D avec des
pourcentages allant de 10 a 31 %. De méme, Cavaletnal. (1994) ont trouvé des
pourcentages allant de 0 & 17 % suivant les géestyygne régénération rapide et répétitive
par embryogenése somatique a été réussie par Zkewg al., (1996) chez le
génotype P1318846-3 mais pas chez Pl 531143. Desasteal. (1994) ont obtenu des
cultures embryogenes chez Regal mais pas chez.Jeefét du génotype est parfois plus
prononcé et se manifeste par I'existence de gémstgomplétement récalcitrants dans les
conditions employées : trois sur six pour Triquiaet(2008) et huit sur douze pour Sim et
Cardosa (2005).
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Al-Mazrooei et al. (1997) ont réussi a induire onédiorer la réponse embryogéne en
utilisant le 2.4.5-T a la place du 2.4-D. En pl0$ani et Shimada (1996) ont obtenu des cals
embryogenes pour 11 cultivars a des pourcentagesiveenent éleves (50-94,5%) en
utilisant différentes auxines synthétiques dont lasis efficaces étaient l'acide 4-
fluorophenoxyacetique (4FA), le piclorame et le adiba de 0,5 mgia 1,0 mgl-
Shimonishi et Karube (1996) signalent que 'ANA2amg.l" était efficace pour des
génotypes récalcitrants en présence de 2,4-D.

L’effet de I'auxine sur I'induction de cals embry@mwes dépend donc du génotype et le
2,4-D est efficace pour certains cultivars alore glest le piclorame, le dicamba ou le 4FA
qui sont efficaces pour d’autres. L'utilisation daiauxine adéquate semble importante pour

surmonter I'effet du génotype chez la patate d¢@tani et Shimada, 2007).

3.3.3. Caractéristiques des cals embryogenes
Les cals embryogénes tels qu'ils ont été décritsphasieurs auteurs (Cavalcante-
Alves, 1996 ; Sim et Cardosa, 2005 ; Triqui, 2088t jaunatres compacts, nodulaires a
croissance relativement lente avec des celluledias@triques a cytoplasme dense et un
rapport nucléoplasmique élevé. lls peuvent présentez certains génotypes comme Zho
une coloration rouge (Cavalcante-Alves, 1996 ;dtial., 2001 ; Triqui, 2008).

3.4. Entretien des cultures embryogenes
Il s’agit du repiquage et de la multiplication d=ds embryogenes sans perte de leur
capacité embryogénétique. Cette phase peut se dairmilieu solide ou en suspensions

cellulaires.

3.4.1. Milieu solide

Les cals embryogénes sont généralement entretemsswh milieu similaire a celui
utilisé pour leur initiation (Von Arnold et al. 220 Le résultat optimal est obtenu par
I'utilisation d’un milieu contenant a la fois le4D a 10uM et la BAP a 1uM (Cavalcante-
Alves ,1996 ; Zheng et al.,1996; Chée et Cantliffé88). L’addition du Kcl a 30 mM a un
effet positif sur la croissance des cals embryogéride maintien de leurs caractéristiques
embryogenes (Chée al., 1992).

Les cultures embryogénes de certaines especestainsegénotypes peuvent étre
cultivés pendant de longues périodes sur des milklentenant des régulateurs de croissance

sans perdre leur potentiel embryogéne comme lacitépde produire des embryons aptes a
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évoluer en plantes (Von Arnold et al. 2002). Cepennd les variations somaclonales
s’'accumulent avec la durée de la culture et cheplilgpart des cultures, le potentiel
embryogene diminue et peut étre perdu. Ainsi, clez White star, le potentiel
morphogénétique de lignées de cal diminue avedutlée de la culture (Padmanabhan et al.,
2001). Cette diminution se manifeste par une ditinude la conversion des embryons en
plantes et la production d’embryons peut cesséerement.

3.4.2. Suspensions cellulaires

L’entretien des cultures embryogenes sous formesudgpensions cellulaires est
souvent préférable (Von Arnold et al., 2002). Efetefau niveau du cal intact, la croissance
est relativement lente car seule une partie desiaén contact avec le milieu, I'oxygénation
est relativement lente et des gradients peuvemab$itt au sein du cal menant a une
différentiation anticipée (Pierick, 1984). Par gentau niveau des suspensions cellulaires, le
taux de prolifération est meilleur et les cultudeviennent plus synchronisées. En plus, les
cellules et les agrégats cellulaires se développanstructures séparées qui peuvent étre
aisément manipulées en fonction des besoins (Vooldret al., 2002).

Une prolifération sélective de matériel embryogdiiomoea batatasv White star
en milieu liquide a été obtenue en présence de @ 4-D (Chée et Cantliffe, 1988). La
croissance des suspensions cellulaires de patatedmesurée par poids frais, a montré un
modele sigmoide classique. La phase de laten@agbissance exponentielle étaient suivies
au bout de 4-7 jours d'une augmentation linéairaaieasse fraiche pendant une semaine. La
phase stationnaire est atteinte a la troisieme iseni@hée et Cantliffe, 1989a).

Une étude cellulaire détaillée a montré que la nmtgjalu matériel des suspensions
embryogenes était composé d'unités cellulairese$arba fraction embryogéne était limitée
aux cals et agrégats cellulaires de taille minind@&55 pm (Chée et Cantliffe, 1989a)

La prolifération du matériel embryogene se faiteasiellement par des cycles
comprenant le détachement d'agrégats cellulaiseseds a partir des cals et la formation de
nouveaux cals a partir de ces unités plutdét qudagéormationde novode cals a partir de

cellules isolées ou d'agrégats cellulaires non gagemes (Chée et Cantliffe, 1989a).

3.5. Développement et maturation des embryons
Les cals embryogénes produisent beaucoup d’embglobsilaires pendant la phase
d’initiation et de prématuration. Cependant, I'ax@mn de ces embryons vers les stades

avancés et leur conversion en plantes semblentr gmssicoup de problemes. En effet,
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d’apres Cavalcante Alves (1996), seuls 5% des emnBrygussissent la conversion en plantes.
Un résultat similaire a été rapporté récemmentSiar et Cardosa (2005). Le transfert des
cals embryogenes sur un milieu sans régulateucsaiesance conduit a la différenciation des
embryons a différents stades, mais tres peu d’enixearrivent a maturité et encore moins a
la conversion en plantes (Cavalcante Alves, 1996 étude de conversion d’embryons mars
durant 20 jours a révélé que 80 a 90% des embrgonformé des racines mais seuls 40 a
50% ont formé des pousses (Padmanabhan et al. )1998aservation et le suivi de
I’évolution de ces structures embryonnaires révélexistence de 5 catégories dont deux
sont aptes a germer alors que les autres présatdsranomalies de développement comme
I'absence de pdles ou méristemes apical ou raeinbarrét de développement aux stades
globulaire et torpille, ou la proliféeration anarghe des embryons (Padmanabhan et al.
1998b).

Ces difficultés de culture s’accentuent avec lepemle culture. En effet, une étude
menée chez le cultivar White star par Padmanabhah €001) a révélé que la capacité de
régénération diminue avec le temps de culture ¢ céminution est expliquée par une plus
faible sensibilité au 2,4-D.

En général, le 2,4-D qui est nécessaire a l'indacttmbryogénétique, devient
inhibiteur pour la formation des embryons. En pnésede 2,4-D, les cultures embryogenes
synthétisent tous les produits de genes nécessalt@scomplissement du stade globulaire et
contiennent aussi d’autres ARNms dont la présenbébe généralement le programme
d’embryogenése (Zimmermann, 1993). En plus, plusidtavaux avaient révélé qu’un
transport polarisé normal de l'auxine est nécessaiour une morphogenése normale
(Schiavone et Cooke, 1985 ; Liu et al., 1993c).

Le repiquage de cals embryogenes sur un milieuenant de l'acide 2.3.5
triiodobenzoique, un inhibiteur du transport paarde I'auxine, a provoqué le méme effet
inhibiteur que le 2,4-D. Ce résultat suggére gumhibition du développement des embryons
par le 2,4-D se fait par I'inhibition du transppolarisé de I'AlIA au niveau de I'embryon
naissant. (Chée et Cantliffe, 1989b).

Il faut donc réduire ou éliminer le 2,4-D dans |dien de conversion qui contient en
général une cytokinine a faible concentration (Gaarge-Alves, 1996). En plus, chez
certaines especes, il est nécessaire de traiteuleses embryogenes avec I’ABA souvent a
des concentrations de 10 a 50 uM (Von Arnold e2802). C’est le cas pour la patate douce.
En effet, d’aprés Zheng et al. (1996) I'additiolABA a 2,5 mg/L était critique pour une
production élevée en embryons somatiques. De m@egtres auteurs signalent I'utilisation
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d’ABA dans le milieu de régénération chez la patitace (Otani et Shimada, 1996 ; Dhir et
al., 1998 ; Torres et al., 2001 ; Sim et Cardo8852

L’augmentation de I'osmolarité a aussi permis d’onér le taux de conversion (Al
Mazrooi et al., 1996).

Une courte période dans I'obscurité sur un miliemtenant I'acide gibbérellique
entre 0,05 et 0,1mg/L parait efficace pour l'augtagan de la production de plantules

completes (Sim et Cardosa, 2005).

3.6. Automatisation de la production des embryons

L’automatisation pourrait augmenter l'efficacité @eproduction d'embryons. Elle
peut réduire les colts de la main d ‘ceuvre et ametliles procédés de I'évaluation des
cultures, du suivi du développement des embryoms,ladrécolte et les procédés de
postrécolte de préparation de la livraison (Ibaedk{urata, 2001).

Harrell et al. (1994) ont présenté un systeme delte automatique d’embryons
somatiques a partir de suspensions cellulairesvéalt en bioréacteur. Un systeme optique
intégrant les criteres de sélection issus dep€exnentation biologique, classe les embryons
comme récoltables ou non récoltables a leur pasdags un tube en verre de 3 mm. Ce
systéme a permis la récolte de 60% des embryoadraduence de 2,4 embryons par heure
avec 1% des embryons récoltés par erreur. Ce rygmomaetteur reste toutefois insuffisant

pour une production industrielle.

4. Transformation par Agrobacterium tumefaciens
4.1. Généralités sur la transformation
4.1.1. Principe de la transformation
Le transfert de génes consiste a introduire ura@nmdtion génétigue dans le génome
d’'une cellule. On cherche dans la plupart des cabténir une expression stable de cette
information (Casse-Delbart, 1996).

4.2.Les techniques de transformation
Les techniques de transformation sont relativenvaniges. On peut les classer en
deux catégories: les méthodes directes et les oueéth indirectes par le systéeme

Agrobacterium
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- Les techniques directes : Le géne d'intérét esistéré sous forme de plasmide
portant simplement une origine de réplication etgéme de résistance bactérien. Un géne
reporter ou de sélection est parfois nécessaire.

- Les techniques indirectes : le transfert d’ADN rs&i®@ dans ce cas ['utilisation
d’'une bactérie tellurigue du genkgrobacterium Ces bactéries sont capables de transférer
une partie de leur ADN aux plantes infectées. Leeg&'intérét est transmis a la plante en
utilisant les mécanismes moléculaires dont disfpobactérie.

4.3. Transformation par les agrobactéries

4.3.1. Caractéristiques du genreAgrobacterium

Les agrobactéries de typggrobacteriumsont des bactéries telluriques c’est a dire
vivant principalement dans la partie aérée du $olufte, 2001). Ce sont des eubactéries
aérobies gram-négatives qui se présentent sousefaienbatonnets. Il existe différentes
especes d’Agrobacterium dont les plus connueseqtlies frequemment utilisées sont :

e Agrobacterium tumefaciengui est responsable de la maladie appelée : galle
du collet ou « crown gall ».

» Agrobacterium rhizogenequi provoque, chez la plante, un développement
intense de I'appareil racinaire encore appelé ¥aheaacinaire ».

Ces bactéries renferment de gros plasmides quipaligmt Ti dans le cas
d’Agrobacterium tumefacieret Ri dans le cas Agrobacterium rhizogenes.

Des recherches en biologie moléculaire ont monigtlgs modifications observées au
niveau de la plante sont dues a la transmissiola dbactérie vers la plante d’'une partie du

plasmide Tiou Ri. Cette partie transférée est appelée ADNou(iE, 2001).

4.3.2. Structure du plasmide Ti

L’ADN-T contient 2 types de génes: les oncogeneatanbpour des enzymes impliqués
dans la synthése d’auxines et de cytokinines @oresbles de la formation de la tumeur ou
du chevelu racinaire et les genes codant pourdthége des opines excrétés qui servent de
source de carbone pour les bactéries. En dehotsAD&I-T sont localisés les genes du
catabolisme des opines et, les genes impliqués ldgm®cessus du transfert de 'ADN-T et
ceux responsables de conjugaison entre bac({®eka Riva et al., 1998).

Il s’agit d’'une modalité de transformation génédquaturelle de la cellule végétale. La
connaissance des mécanismes de cette maladie ssenatielle pour la mise au point des
modalités de transferts génétiques dirigés.
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4.3.3. Processus de l'infection et de la transformation

Les mécanismes de l'infection et de transformapan Agrobacterium tumefaciens
sont détaillés dans plusieurs articles de revuemmenDe la Riva et al. (1998) et Windels et
al., (2008). Le processus de transfert de genesta ’Agrobacteriunvers les cellules de la
plante implique plusieurs étapes importantes :fprisation bactérienne, (2) induction du
systéme de virulence bactérien (3) formation du glere de transfert de '’ADN-T, (4)
transfert de '’ADN-T et (5) intégration de I'ADN-Tans le génome de la plante.

a. Colonisation bactérienne

La colonisation bactérienne débute par la percepiole mouvement des bactéries

vers les cellules végétales. Cette premiéere é&apsuivie par I'adhérence des bactéries aux

cellules formant un biofilm de bactéries a la stefdu tissu végétal (Windels et al., 2008).

b. Induction de la virulence bactérienne

Les plasmides Ti ou Ri portent, outre 'ADN-T, umégion dite de virulence,
comportant de nombreux géenes vir (Casse-Delba®6)18ont 6 essentiels (vir A, vir B, vir
C, vir D, vir E, virG ) et deux non essentiels rivivirH ) (De la riva et al., 1998). Ces genes
codent pour des protéines, dont la synthese esttéindar les cellules végétales blessées, et
qui sont responsables des différentes étapes gamtwdu transfert de I'ADN-T.

La perception de cellules végétales blessées indliitsysteme régulateur a 2
composantes : le systeme de virulence virA-virGr{iféis et al., 2008). VirA est une protéine
transmembranaire dimérique sensible qui détectendagcules signales libérées par les
plantes blessées. Les signaux pour l'activationvitd comprennent le pH acide, les
composeés phénoligues comme l'acétosyringone edines classes de monosaccharides qui
agissent en synergie avec les composés phénoljfeeksa Riva et al., 1998). VirA activé a
la capacité de transférer son phosphate a un réssgartate conservé de la protéine
cytoplasmique virG récepteur de DNA (DNA binding)i donctionne comme un facteur de
transcription régulant I'expression des génesansdu’il est phosphorylé (De La Riva et al.,
1998).

c. Formation du complexe de transfert de TADN-T

Vir G activé permet I'induction de I'opéron VirD ogprenant les genes virD1 et virD2
qui codent respectivement pour une endonucléaseectelaxase (Windels et al., 2008). Les
bordures de 'ADN-T sont constituées de répétitiatisectes de 25 paires de bases, celle de
droite étant accompagnée d’un signal particulieverdrive ». Les protéines VirD1 et VirD2

reconnaissent ces frontieres provoquant la coupareendonucléase du brin inférieur de
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chaque bordure. Les sites de restriction serodiségi comme point d’initiation et de
terminaison pour la synthése d’'un nouveau brinpgiémentaire représentant la copie du brin
inférieur (5°-3’) de I'ADN-T. C’est cette nouvellenolécule d’ADN simple brin qui sera
transférée a la cellule végétale (De La Riva et18198). Apres le clivage, virD2 demeure lié
de maniere covalente a I'extrémité 5’ au brin ssi& proteine vir D2 est impliquée dans
différentes fonctions durant le transfert du brin grotection contre la dégradation par les
exonucléases, localisation nucléaire par identibcade signaux de localisation nucléaire
(NLS) au niveau des extrémités N et C-terminal@ggration précise et ligation dans I’ADN
de la plante avec intervention possible d’enzymégétaux (Windels et al., 2008). VirD1
réagit avec la région d’origine du brin ss-T.

d. Les modeles de transfert du complexe ss-ADN-T

Le responsable du transfert de 'ADN-T au noyauadplante est le complexe ssT-
DNA — protéines (single stranted T-DNA-proteinspul ADN placé entre les bords de
’ADN-T sera transféré au noyau de la plante sausé d’ADN simple brin (Windels et al.,
2008).

L’ADN-T est enveloppé sur toute sa longueur papriatéine virE2 et les 2 protéines
virD2 et virE2 dirigent I' ADN-T vers le noyau (Wilels et al., 2008).

L’opéron virB de 9.5Kb joue un réle important ddasformation d’'une structure de
surface cellulaire favorable au transfert du caxelss-T-DNA de la bactérie vers la plante.
La protéine virD4 est aussi exigée pour ce trarisfon role est la liaison ATP dépendante
du complexe protéigue nécessaire a la translocéierLa Riva et al., 1998)..

VirB sont des protéines qui présentent une hydhiepsimilaire a d’autres protéines
associés a la membrane. VirD4 est une protéinsrnrambranaire mais essentiellement située
du co6té cytoplasmique de la membrane plasmique.miagorité des protéines B sont
assemblées en canaux intégrés a l'intérieur de dmbrane. Seule virB11 a plusieurs
domaines périplasmiques. VirB1 est la seule quirestvée en milieu extracellulaire. VirB4
et virB11 sont hydrophiles et nécessitent les AEBgour un transfert actif de DNA (De La
Riva et al., 1998)..

Deux opérons vir accessoires présents dans lacaiopine du plasmide Ti sont virF
et virH. VirF qui code pour une protéine de 23 KDactionne quand le complexe T-DNA se
retrouve au sein de la cellule végétale et sentlerjun réle dans I'export de virE2. VirF
semble jouer un réle dans le guidage du T-DNA \ensoyau de la cellule végétale (De La
Riva et al., 1998)..
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e. Intégration de I'ADN-T dans le génome de la plante

A l'intérieur de la cellule végétale, le complex@T”DNA est dirigé vers le noyau en
passant par la membrane nucléaire. Deux protéimese sont révélées importantes a ce
stade: virD2 et virE2. VirF a probablement un ndleins important (Windels et al., 2008).

Apres la pénétration du complexe dans le noyaestiltraité en vue d'intégrer le
génome de la plante notamment par protéolyset f@seralement accepté que le processus
d’intégration se fait par recombinaison illégitin@&ependant différents modeles sont proposés
pour les premieres étapes de cette recombinaises. pkincipales différences entre ces
modeles concernent I'état mono ou bicaténaire dentdécule d’ADN au moment de
l'intégration. Il n’est pas encore confirmé sideublement de la molécule d’ADN se fait
avant ou pendant l'intégration. Il existe des fagspérimentaux en faveur des deux
hypothéses (Windels et al., 2008).

4.3.4. Principe de la méthode

La connaissance du mécanisme moléculaire de ltiiofec par Agrobacteriumet sa
capacité a transférer tout géne situé entre lesr@ubes de '’ADN-T a fait germer l'idée
d'utiliser 'ADN-T comme vecteur pour transmettreuxa plantes de geéenes étrangers
intéressants (Tourte, 2001).

Pour pouvoir utiliser ce systeme, il fallait retidu génome de la bactérie les genes
oncogenes et insérer le gene d'intérét dans 'ADMésarmé (Tourte, 2001). Le géene
d’intérét est intégré dans une cassette et insBne les frontieres droite et gauche de
'ADN-T désarmé. Cette cassette contient en plus gene d’intérét un géne de sélection
sous promoteur fort. Chez les Agrobactéries, lesfeat de plasmide peut se réaliser selon 2
protocoles : cointégration et vecteur binaire (Teu2001).

La cointégration correspond a la réunion du plasmiddésarmé et du plasmide dit
intermédiaire qui est un plasmide d’E. coli, trésient le plasmide pBR322, dans lequel a
éte intégré le gene de sélection chez les plaBGegene de sélection est bien souvent le géne
dit « NPTII » ou gene de la Néomycine phospho-feaase de type Il qui va conférer a la
cellule végétale une résistance spécifique a larguine. Ce plasmide possede un site de
clonage dans lequel on va insérer le géne d’intétéansférer et un fragment d’ADN-T qui
aura pour role de faciliter la recombinaison aweplasmide Ti de I'agrobactérie. Ce vecteur
est amplifié et transféré par conjugaison cheAgrobacteriuma plasmide Ti désarmé. Les

homologies entre les 2 régions d’ADN-T portéesnd’'part, par le vecteur de transfert et,
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d’autre part, par le plasmide Ti, permettent I'gration du plasmide intermédiaire entre les 2
bordures du plasmide Ti, c’est a dire dans unetiposiavorable a un transfert ultérieur dans
la cellule végétale. Le vecteur recombiné est émant plus grand que le plasmide Ti
d’origine, ce qui constitue, en fait, un inconvénipour le bon succes de son transfert dans la
plante. Par ailleurs, l'origine de réplication esansférée et peut donc facilement
s’autodupliquer. C’est la raison pour laquelle eetéchnique est actuellement presque
abandonnée au profit de la méthode du vecteurrbinai

La méthode dite du vecteur binaire repose surdagmce, chez I'agrobactérie, de deux
vecteurs séparés dont seul I'un, de taille raisblenast transféré dans la cellule végétale. Au
départ, la construction du vecteur dit intermédia@gst caractérisée par l'insertion des
bordures, droite (RB) et gauche (LB), de I'ADN-Ttrenlesquelles se trouvent placés, en
tandem, le gene d’intérét et le gene sélection. pasmide vecteur est amplifié par
introduction dans une population d’E. coli puisnskré dans une agrobactérie par
conjugaison. L'absence de séquences homologues &mtplasmide intermédiaire et le
plasmide Ti ne permet pas de recombinaison. .ilavra ainsi pas d’origine de réplication
bactérienne au sein du végétal transformé (ToRo@]).

Les vecteurs binaires possedent (Tourte, 2001):

* Une origine de réplication.

» Deux bordures droite et gauche de I'ADN-T entrejlesdles a été placé le géne de
résistance a la kanamycine sous le promoteur faM\C35S et terminateur de la
nopaline synthase.

* Un site multiple de clonage qui permet d’introddgegéne d’intérét en position de
transfert.

* Un second géne de sélection a un antibiotique bewté(ampicilline,
aminoglycoside transférase de type lll, érythromegci.) extérieur a 'ADN-T
permettant une sélection des bactéries porteuspiasimide.

Pour que le gene d’'intérét soit nettement exprioméplace en amont de la séquence
codante un promoteur fort. Ce dernier a la pdditté de s’exprimer en dehors de tout
contrdle de la cellule réceptrice et a pour consgage une expression permanente dans tous
les tissus et cellules de la plante et quel quessoi stade de développement. Il en est ainsi du
promoteur d’'un gene qui code pour la synthese d’pragéine de la capside du virus
provoquant la mosaique du chou-fleur (Caulifloweosaic virus CaMV). On parle du
promoteur du CaMV 35S, capable d’assurer la trgotsmn a un haut niveau du gene placé en
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aval si toutefois cette derniere séquence est @la@h phase » avec le promoteur et qu’aucun
codon stop ne vient tronquer la transcription (Teu2001)

La transformation génétique peut aussi viser Ibitton de I'expression d’'un géne
préexistant dans la plante. La stratégie classigms ce domaine est la « stratégie antisens »
dans laquelle la partie codante ou méme simpleraante ses fragments est placée en
position inversée sous le contrble du promoteut & qui conduit a la formation de
messagers complémentaires des messages tranacriesgene correctement positionné. Ces
deux ARN messagers peuvent par exemple s’appanefoemant des doubles brins
inexploitables par les enzymes de traduction (Bahtontenegro, 2006).

L’inhibition des genes peut étre aussi réaliséeusamécanisme post-transcriptionnel
appelé cosuppression dans lequel la formation d’ARMNble brins (dsRNA) aboutit a une
dégradation des ARNs homologues par des mécanspeesfiques de la séquence (Banta et
Montenegro, 2006).

4.3.1. Identification des plantes transgéniques

L’amplification par PCR du géne marqueur ou tranggest souvent prise comme
indication du statut de transgénique des régérgr@@pendant, I'analyse par Southern est
nécessaire pour prouver lintégration du géene éeardans le génome de I'héte (Bhat
et Srinivasan, 2002). Les techniques d’hybridapan RT-PCR, Northern et Westhern sont

employées pour s’assurer de I'expression des getreduits (Bhat et Srinivasan, 2002).

4.3.2. Variabilité des plantes transgéniques et perspecis

Les vastes différences observées parmi les plammesgéniques peuvent étre
attribuées a 2 causes principales : celles duesratixodes utilisées pour la régénération des
transgéniques et celles dues aux méthodes d’amthorBhat et Srinivasan, 2002).

Le processus de transformation peut étre accompagee la variation somaclonale
qui peut contribuer aux différences parmi les tggngques (Bhat et Srinivasan, 2002). Elle
peut influencer I'expression du transgene. Inveesdmle niveau d’expression du gene
étranger peut avoir une grande influence sur legiype de la plante.

Les méthodes de transformation en vogue n'assupa® un mécanisme
d’introduction du géne étranger a un locus défiei.géne étranger se trouve inséré dans des
localisations aléatoires dans les chromosomeshdgel’ Par conséquent, des transgéniques
indépendants portant la méme cassette de séqudecgsnes étrangers vont se comporter

différemment selon le contexte génomique dans lomeé de I'héte transgéniques (Bhat
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et Srinivasan, 2002). Une insertion ciblée a ébssi& dans certains cas en visant une région
chromosomique présentant une homologie avec le gdemeduit ou en introduisant
auparavant des séquences « lox » dans la régiéa (rsvue : Banta et montenegro, 2006).

Une autre complication vient de différences danadmbre de copies du transgéene
présents dans des plantes transgéniques indépesdBhat et Srinivasan, 2002).

La transformation pafgrobacteriumaboutit souvent a l'introduction de séquences du
vecteur qui sont indésirables pour la commercititisade la plante transgénique. Banta et
Montenegro (2006) ont cité plusieurs travaux récenti montrent la possibilité d’éliminer
ces séguences sans diminuer l'efficacité de lastoamation en adoptant certaines stratégies
comme lintroduction d’'un gene létal dans la zonenNADN-T, le remplacement de

séquences bactériennes ou synthétiques par desnségisimilaires d’origine végétale.

4.4. Transformation chez la patate douce
Le tableau 3 présente les principaux travaux destoamation réalisés chez la patate
douce.
4.4.1. Principaux objectifs de la transformation
La transformation est une méthode d’amélioratida fais ciblée et rapide des plantes
pour différentes utilisations. Les objectifs detlansformation ont évolué avec les temps.
Ainsi, pour Yonekura-Sakakibara et Saito (2006),yila 3 générations de plantes
transgéniques :
> La premiere génération développée s’est intéresssentiellement a l'introduction
de caractéres agronomiques comme la tolérance aubiciles, des geénes
insecticides, la résistance aux virus et le retagtd de la maturation.
> La seconde génération s’est intéressée a des a@amctbénéfigues aux
consommateurs comme l'amélioration de la valeuritnug, la précocité et la
faible allerginicité.
> La troisieme et derniére génération en progrés degsiéres années permet la
synthese de vaccins et des principes thérapeutiques
On retrouve ces 3 générations chez la patate ddat#eau 3). Ainsi, les premiers
travaux comme ceux de Newell et al. (1995); Moraale(1998) et Okada et al. (2001) ont
concerné la résistance a des stress biotiquesr®eaix se sont intéressés ensuite a la qualité
nutritive et industrielle de la patate douce adrav’amélioration de la qualité de I'amidon
(Kimura et al., 2001; Otani et al. 2003a et Shisnad al., 2006). Enfin, des tentatives
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d’insertion de principes thérapeutiques ont étélipeb a partir de 2005 (Berberich et al.,
2005 ; Min et al., 2006).
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Tableau 3: principaux travaux réalisés dans le domae de la transformation génétique chez la patate alice (D’apres
Shimada et Otani, 2007 avec modifications).

Cultivar Tissu cible Vecteur/méthode utilise Génes référence

Non précisé Vitroplant entier A. rhizogenes Séquence synthétique Dodds et al. (1991)

Jewel TIS-70357 Feuilles et pétioles Bombardemergatticules gusA nptll Prakash et VaradarajanZ}199
Cing cultivars Feuilles A. rhizogene45834 gusA nptll Otani et al. (1993)

Jewel Racines tubérisées A. tumefacientBA 4404 gusA nptll, “cowpea trypsin inhibitor”, Newell et al. (1995)
“snowdrop lecithin”

White star Cal embryogéene A. tumefacienEHA101 gusA nptll Gama et al. (1996)

Chikei 682-11 Protplastes du mesophylle Electraypama Hpt,gene dla protein capside Murata et al. (1997)

Nanging Cal embryogéne Biolistique du virus SPFMV-S

Kokei 14 Cal embryogéne A. tumefacienEHA101 gusA, hpt Otani et al. (1998)

Jewel Feuilles A. tumefacien€58C1 crylllA, nptll Moran et al. (1998)

Kokei 14, Beniazumama Cal embryogéne A. tumefacienEHA101 NtFAD3, hpt Wakita et al. (2001)

Kokei 14 Cal embryogéne A. tumefacienEHA101 GBSS, hpt Kimura et al. (2001)

Kokei 14 Cal embryogéne A. tumefacienEHA101 pCAM35S ou pCAM35S PAT Otani et al. (2003b)

E120

(résistance au bialaphos)

Jewel, P1-318846-3,
Jonathan, and Maria

Feuilles complétes ou

fragments de feuilles

A. tumefacienkBA4404
Plasmide pKTI-4

pKTI-4 , GUS et NPTII

Cipriani et al. (1998)

angola
jewel Fragments de feuilles et tigesA. tumefaciens C58C1-pGV2260 (Strr ; Spcr ; Rifr;  Plasmide binaire pDEBTT : nptll et delta- Garcia et al. (1999)
Ampr) endotoxine d@acillus thuringiensis var.
tenebrionis
Kokei 14 Cal embryogéne A. tumefaciensplasmide plIG121Hm-AN adiponectine Berberichle(2D05)
cv. Lizixiang Suspensions cellulaires A. tumefacienstrain EHA105 binary vector Les génes gusA et Yu et al. (2007)
embryogénes pPCAMBIA1301 I'hygromycine phosphotransferase Il (hpt II)
cultivar Beniazuma. Fragments de tige, de EHAL105 Vecteur binaire plIG121Hm npt Il, Hyg, gusA Song et al. (2004)
petioles et disques de limbes (p35S)
petioles
Kokei 14 Cal embryogéne EHA101 NtFAD3 Wakita et al. (2001)




cv. Kokei 14 Cal embryogéne EHA101/pBIGBSSI-Hm GBSSI, hpt Kimura et al. (2001)
Chikei 682-11 Protoplastes du mesophylle Electrapan pMMHA-4. CP SPFMV, hpt Okada et al. (2001)
Non précisé cell suspension cultures hLF cDNA binary vector pLSM1 containing a hLF cDNA Min et al. (2006)
Non précisé Protoplastes éléctroporation GFP Winfield et al., 2001
Cal embryogéene Biolistique
Non précisé Protoplastes éléctroporation CuZn superoxide dismutase (CuZnSOD) Lim et al. (2007)
et ascorbate peroxidase (APX)
Cal embryogéne Biolistique
‘Yulmi’ Cals embryogénes Agrobacterium phosphinothricin N-acetyltransferase (PAT), Choi et al. (2007)
tumefaciens EHA105 gusA
"Jewel" Cals embryogénes éléctroporation pBI121,GUS Mitchell et al.(1998)
cv. Beauregard Protoplastes éléctroporation GFP Lawton et al. (2000)
Cal embryogéne Biolistique
Kokei 14, Cal embryogéne RNAI de hpt, 1 partie d’exon GBSSI en sens eOtani et al.(2007)
antisens et le®lintron
Yulmi Cal embryogeéene Biolistique gusA, résistance au PPT (herbicide) Yi et al. (2007
cv. Kokei 14) Cal embryogéene spermidine synthas&€$PDJ). Kasukabe et al. (2006)
EHA101
cv. Kokei 14), Cal embryogene Agrobacterium Interférence d’ARNDSBEII en sens et Shimada et al.(2006)
tumefacien&€HA101 antisens et premier intron, GUS
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a. Stress biotiques

Des plantes transgéniques ont été développéeslafsurmonter des stress biotiques
causés les insectes (Newell et al. 1995; Morah 4988), les virus (Okada et al. 2001) et les
mauvaises herbes (Otani et al. 2003b).

Deux rapports publiés font état de plantes transées présentant des genes de
résistance aux insectes surtout le charancon quieesavageur le plus destructeur dans le
monde. Newell et al. (1995) ont introduit les genesowpea trypsin inhibitor » et
« snowdrop lectin » dans le génome de la patateadonais ils n'ont pas confirmé la
résistance aux insectes. Par contre, Moran e1298) ont régénéré des plantes transgéniques
exprimant le gene crylllA et ont observé que ceanf@s sont moins affectées par le
charancon que les plantes témoins dans les testsaaup.

Okada et al. (2001) ont produit des plantes tramniggés cv. Chikei 682-11 exprimant
le gene de la protéine capside du virus SPFMV stpiantes se sont avérées hautement
résistantes au virus. Récemment au Kenya, degdgytransgéniques de la variété CPT560
transformées avec le géne de la protéine capsidéras SPFMV ont été testées au champ
sous des conditions non contrblées pour évaluer riggistance, le rendement en racines
tubérisées et d’autres caracteres (Gichuki et0dl3R).

Des plantes transgéniques de patate douce compiengéne de la phosphinothricine
acetyl transferase qui donne la résistance a widde appelé bialaphos ont été régénérées
par Otani et al. (2003b). Cette forme de résistamoe herbicides rend la lutte contre les
mauvaises herbes plus commode et économique.

Plus récemment, Choi et al. (2007) ont réussi &nmégr des plantes transgéniques
résistantes aux herbicides par l'insertion d’'uney@odant pour la phosphinothricine N-
acetyltransferase (PAT) qui fixe un groupement ydeésur la fonction Nk libre du
Phosphinothricine (PPT) évitant ainsi I'autoto@oiit conférant une résistance a I’herbicide.

b. Stress abiotiques
Les stress abiotigues comme les faibles tempérmtiaesécheresse, et le gel précoce
posent de sérieux problémes a la production detepatauce. Wakita et al. (2001) ont
introduit chez la patate douce le gene de la déssgudes acides gras afin d’augmenter la
teneur en acides gras insaturés et améliorer laingiérance aux faibles températures. Lim et
al. (2007) se sont intéressés au métabolisme akydied chloroplastes qui provoque les
dommages les plus importants résultant de [I'expositdes plantes aux stress
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environnementaux. lls ont produit des plantessgéniques SSA surexprimant le CuZn
superoxide dismutase (SOD) et ascorbate peroxidA®X) qui sont des enzymes

protectrices des formes réactives de l'oxygene (R6&us le contréle d’'un promoteur

inductible par le stress. Les plantes entiereqgiagticulier les feuilles sont plus résistantes
au stress oxydatif médié par le paraquat (methglogen) par rapport aux plantes non
transgéniques.

Kasukabe et al. (2006) ont obtenu des plantesgémgues exprimant le gene de la
spermidine synthase et les plantes obtenues coempattux fois plus de spermidine par
rapport aux plantes témoins. Le nombre de racinbérisées est plus élevé aussi bien en
conditions normales qu’en conditions de stresg&sEsbnt moins affectées par la sécheresse et
la salinité. Elles se montrent plus toléranteselegaux hautes températures dans leurs effets
sur la photosynthese. Le gene introduit (FSPD1)osevoir un effet anti-oxydatif au moins

en partie puisque les plantes transformées saratttes au paraquat.

c. Qualité de I'amidon

Des expériences de transformation de la patateedontété réalisées afin de créer de
nouvelles variétés présentant de nouvelles carstifgles au niveau de la structure de
I'amidon pour de nouvelles applications industesll Kimura et al. (2001) ont introduit la
séquence compléte de 'ADNc de 'enzyme GBSSI (gledthound starch synthase 1) qui est
une enzyme clé pour la formation de 'amylose ulympére linéairen(1,4)d-glucane a partir
de 'ADP-glucose pour la modification de la struetule 'amidon. Une plante transgénique
parmi 26 régénérées est dépourvue d’amylose aw@auige ses racines tubérisées. D’autres
plantes transformées ont été obtenues par inhibifi® I'expression du géne codant pour
GBSSI a travers l'interférence de I’ARN (Otani €t2003a). Shimada et al. (2006) ont réussi
a augmenter la teneur en amylose au niveau degtué®e de patate douce en introduisant des
ARN double brin interférentes (dsRNA) pour linHibn du gene codant pour I'enzyme
IbSBEII (starch branching enzyme Il gendSBEI) responsable de la ramification de
I'amidon. Les plantes transgéniques ainsi obtemliespriment pas le gene et la teneur en

amylose passe a 25% contre 10 chez le témain.

d. Objectifs thérapeutiques
La patate douce a été utilisée récemment pour peodes principes thérapeutiques.
Berberich et al. (2005) ont régénéré des plantasgeniques produisant I'adiponectine de

souris qui est une protéine antidiabétique alors Min et al. (2006) ont réussi a faire
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produire dans la patate douce la lactoferrine hnenéilf) qui est une protéine fixatrice de fer
découverte dans le lait et qui joue un réle impdrtdans la réponse immunitaire, en
empéchant la croissance de pathogénes avec dagfsmntibactériennes et antivirales et

des facilités dans le transport du fer.

4.4.2. Facteurs affectant I'efficacité de la transformatian par Agrobacterium
La transformation parAgrobacterium constitue la méthode dominante pour la
transformation de la patate douce. En effet, pdemitravaux présentés dans le tableau 3, 19
sur 29 ont été régénérées par agroinfection. Lés el les suspensions embryogénes
constituent un matériel privilégié pour cette agfection.

Plusieurs facteurs se sont avérés déterminantsgoéussite de la transformation.

a. Explant initial

La plupart des plantes transgéniques signaléesldaribliographie ont été régénérées
suite a une coculture avedgrobacterium tumefacienavec différents types d’explants
comme les racines tubérisées (Newell et al. 1985)disques foliaires (Moran et al. 1998),
des fragments de tige (Song et al. 2004) et deseaabryogénes (Gama et al. 1996, Otani et
al. 1998).

La majorité des travaux ont utilisé des culturebmgenes sous forme de cals ou de
suspensions cellulaires (tableau 3). Ces cultuepasent grace a leur taux de multiplication
et de régénération élevés et la facilité de letnetian.

L’age du cal embryogene a aussi un effet déterniinkas cals agés de 14 jours depuis

le dernier repiquage ont donné le meilleur nomlersbts (Otani et Shimada, 2002).

b. Type de plasmide
L’expression du transgene GUS variait avec le pidsnbactérien.Agrobacterium
tumefacien€HA101/p1G121-Hm a donné les spots les plus slal@s que les autres soit
n’'ont rien donné (LBA4404/pTOK233) ou ont généré ple spots en moyenne six spots par
gramme de poids frais pour R1000/pB1121) (Otadetada, 2002). Gama et al. (1996) ont
aussi réussi a transformer des plants de patatedsu utilisant le méme plasmide bactérien
EHA101. Ces résultats suggerent que ce trés virg@asmide est recommandé pour la

transformation chez la patate douce (Otani et Si&n2002).
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c. L’acetosyringone
L’acétosyringone est ajouté systématiquement aieunie coculture dans beaucoup de
travaux. Otani et Shimada (2002).ont testé soet afir la réussite de la transformation en
utilisant des cals embryogenes agés de 14 joursullivar ‘Kokei 14’ et Agrobacterium
tumefaciensstrain EHA101/plG121-Hm. L’addition de I'acetosygone a significativement

amelioré I'expression du transgene GUS
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OBJECTIFS DU TRAVAIL

Dans le cadre de ce travail, nous avons appligd&reintes techniques de
biotechnologie pour 'amélioration génétique depktate douce. Dans ce contexte, nous
avons d’abord essayé de déterminer les conditiopmales pour [linduction de
'embryogenéese somatique. L’investigation a étédie a I'examen du génotype, de I'agent
gélifiant et l'auxine et leur interaction sur l'iadtion de 'embryogenése somatique chez la
patate douce. Nous avons comparé les effets de dgerts gélifiants, agar et gelrite,
combinés avec les effets de trois auxines 2,4,84-D et Piclorame utilisés a différentes
concentrations sur 'embryogenese somatique cleegti®ars de patate douce chinoises et un
clone marocain. De méme, la stabilité génétiquepthiess dérivant de I'embryogenése a été
aussi examinée a travers la détermination de ldiplpar la technique de cytométrie en flux.

Nous avons aussi tenté d’entretenir les culturesorgogenes en milieu solide et en
milieu liquide agité sous forme de suspensionsilzies.

Ces cultures embryogenes ont été mises en culturadiférentes séquences de
milieux de régénération afin d'induire le dévelopmat d’embryons somatiques et leur
conversion en plantes entiéres. Nous avons essaye autres, de déterminer l'effet de
I'acide abscissique.

Parallelement, nous avons tenté d’obtenir des gdgaindnsgeniques par l'utilisation de
souchesd’Agrobacterium tumefaciengortant des genes marqueurs : GUS et nptll pugs un
souche portant un géne de résistance aux potyWrugbsence d’'un systeme de régénération
par embryogenese bien maitrisé au début de natraitrnous avons comparé la réponse de
plusieurs explants (entrenoeuds, pétioles, nceudsirgeonnés). L'explant sélectionné,
constitué de nceuds ébourgeonnés a été utilisé lpotransformation avec des souches
d’Agrobacterium portant des genes marqueurs pugssonche portant un gene de résistance

aux potyvirus.
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MATERIELS ET METHODES

1. Matériel végétal

Ce travail a été mené avec huit cultivars. Cingpeto des cultivars Quangshu, Zho,
953, 865 et 90 ont été obtenus de Xuzhou SweetdPR&search Center, China, et le clone cv
Duclos 11 de [llInstitut National de la Rechercherdxwmique (INRA) des Antilles
francaises. Ces clones ont été utilisés pour lespukations de 'embryogenese somatique.

Un clone de Zhounang 13, qui est le principal icait concerné par le projet
européen, a été utilisé essentiellement dans de&rierces sur la transformation génétique
par Agrobacterium tumefaciens

Un clone marocain (M) a été constitué a partirudetcules commercialisés et utilisé
pour la formation de cals embryogénes.

Le matériel végétal est entretenu par culture dedsgea 6 semaines d’intervalle dans
des tubes (25 x 300 mm) contenant le milieu des MAS (Murashige et Skoog, 1962),
additionné avec les vitamines de Morel (Morel ettiivore, 1951, cf. annexe 1), 20 g/L de
saccharose, 0,5 mg/L d’AlA et solidifié avec 7 gllagar (Sihachakr et Ducreux, 1987a).
Les tubes sont incubés en salle de culture a 2C+5us 16h de lumiére a lintensité de 62
UM m? st et 60% d’humidité.

2. Induction des cals embryogenes

Pour I'induction de 'embryogenese somatique, dasrdpeons axillaires sont isolés a
partir de vitroplants agés de 7 a 8 semaines ameaiguille hypodermique sous une loupe
binoculaire. Un minimum de 10 bourgeons sont @acé surface de milieu solide dans des
boites de pétri 10 x 60 mm. Le milieu d’inductiost eomposé du milieu minéral MS (cf.
annexe 1), les vitamines de Morel, 30"gde saccharose. Le milieu est additionné de I'une
des 3 auxines : 2,4-D, 2,4,5-T (5 et 10 uM) etd?ahe a 5 pM. La solidification du milieu
est réalisée avec 'addition de I'agar (Bacto Ag@IFCO) & 7 gtou du phytagel & 3 g
Le pH est ajusté a 5,8 avant autoclavage desuniligendant 20mn sous une pression de 1

kb. L'incubation des boites se fait a I'obscurit® &2° C.

60



3. Entretien des cals embryogénes

Les cals embryogénes sont divisés en fragmentsal@ 2nm de diamétre et repiqués
dans des boites de pétri contenant le milieu dééetr a raison de 10 fragments par boite.

Les milieux d’entretien des cals comprennent IdemiMS avec les vitamines de
Morel, 30 g/L de saccharose. Ce milieu est addiode régulateurs croissance comprenant
soit le 2.4-D a 10 uM combiné ou non avec BAP a 1gdit le 2.4.5-T a 5uM. Le milieu est
solidifié avec du gelrite a 3 g/L.

Les cals embryogénes sont incubés a la lumiere amecphotopériode de 16/8. La

température d’'incubation est de 27°c.

4. Traitement des résultats

Chaque expérience d'induction de I'embryogenése asigoe impliquant une
combinaison de facteurs a été répétée six foisinummm utilisant environ 4000 explants. Le
nombre de réponses embryogénes a été collecté Hpesegnaines de culture. Les données en
fréquence (x) ont été transformées en asbsifranformation angulaire) et la fréquence 0 en
1/4n (Steel et Torrie, 1960), n étant le nombreplants. Les variables transformées ont été
soumises a une analyse statistique selon le modsalyse de la variance a 1 ou 2 criteres
de classification. Les différences significativeg été soumises au test de Duncan (Duncan,
1955).

5. Etablissement de suspensions cellulaires

5.1. Initiation des suspensions cellulaires

Les cals embryogeénes des génotypes Zho et 865t@nitiksés pour linitiation des
suspensions cellulaires. Des fragments de calsal@ &im de diameétre fraichement repiqués
sur le milieu de maintenance depuis 1 a 2 semaoes transférés en milieu liquide Ma
(Ma, 1991) utilisé généralement pour les suspessicellulaires embryogénes chez le
bananier (Ma, 1991; Assani et al., 2002 et Gue@é®6) (tableau 4). Ce milieu contient
5uM de 2,4 D. Les cultures ont été initiées dudanpremier mois de culture dans des

Erlenmeyers de 100 ml contenant chacun 5 mL diemNa.

Les suspensions initiées a partir de cals, saristérées apres 2 mois de culture dans
des erlenmeyers de 250 mL. Ces récipients cont&famL du milieu Ma2 sont obturés par

du coton et recouverts par un papier d’aluminium,
Les cultures sont ensuite placées a la lumiéresagitateur rotatif a 125 tours/mn.
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Tableau 4: Composition du milieu Ma (Ma, 1991)

Macro-éléments MS
Micro-éléments MS
Fe-EDTA MS
Vitamines Morel
Myo-inositol 100 mg/L
Glutamine 100 mg/L
Extrait de Malt 100 mg/L
2,4-D 5 uM
Saccharose 45 g/L
pH =57

5.2. Dynamique de croissance

Dans le but de déterminer la dynamique de croiss@®as suspensions, le volume
cellulaire est mesuré toutes les 4 semaines. Pourice, le contenu de I'erlenmeyer est
déversé dans une éprouvette graduée stérile. Lemeolcellulaire est déterminé apres

décantation.

5.3. Etude histologique

Des échantillons d’agrégats cellulaires sont fexésninimum pendant 24 h au formol a
10 %. lls sont ensuite déshydratés dans un baloodk95° puis dans l'alcool absolu avant
d’étre plongés successivement dans le toluéreparhffine.

Les fragments ainsi préparés sont inclus dans lbes ble paraffine et des coupes de
4um d’épaisseur sont réalisées au microtome. Lardfmage est réalisé a I'étuve a 80°C
pendant 30 mn puis dans des bains de toluénarhx 5

Pour I'hydratation, les lames sont plongées suogasent dans I'alcool absolu, 95°,
70° et enfin dans I'eau.

La coloration débute par un traitement des laméseenatoxyline pendant 2 mn, lavées
a l'eau, a I'eau acidifiée au Hcl 1% puis a I'eaanaoniacale 10 % pour bleuir les noyaux
avant de laver a I'eau. La deuxieme colorationasepiar traitement a la phloxine a 3% suivi

par un lavage a I'eau. Les lames sont ensuite déstées a I'alcool 70° puis a I'alcool absolu
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absolu. La derniére étape de la coloration comptenttaitement au safran suivi par 2 bains
d’alcool absolu et un bain de toluéne.
Le montage se fait par un kit de baume de montage goupes histologiques (Eukit,

labonord).

6. Régénération d’embryons somatiques
6.1. Régénération a partir de cals
6.1.1. Expériences préliminaires

La régénération des cals embryogenes et la matordés embryons sont réalisées sur
un ensemble de séquences de milieux comprendatetifes compositions de régulateurs de
croissance. Ces séquences impliguent soit la néducte la concentration en auxines,
I'introduction de cytokinines ou l'utilisation déatide abscissique et I'acide gibbérellique a
différentes concentrations. Le milieu de base cemgtoujours le milieu minéral de MS avec
les vitamines de Morel et 30 g/L de saccharose.

Dans des expériences préliminaires, Le milieu DK-@ et kin a 1uM chacun) utilisé
par Cavalcante-Alves (1996) est comparé avec lmemailieu de base additionné d’ABA a
9,5 uM. Deux agents gélifiants sont comparés afd#alys agar HP996) a 0,7% et le gelrite
(phytagel p-8169) a 0,35%. Les embryons dévelogpés transférés sur le milieu de base
sans régulateurs de croissance.

Nous avons ensuite testé différentes séquenceslidexmnspirées de la bibliographie.

Ces séquences sont détaillées dans les parag@mmss.

6.1.2. Effet des séquences de milieux
a. Milieu de prématuration
Apres deux semaines de culture sur le milieu dé&tiein (Tableau 5), les fragments de
cals embryogénes qui présentent un bon aspectrepigués dans des boites de Pétri
(9x1cm) contenant le milieu T (tableau 5) dépoudeurégulateurs de croissance afin de
favoriser le développement des embryons somati@ms Arnold et al., 2002).
Les cultures sont incubées a 27°c sous un éclaned¥environ 2000 lux durant 16 h

par jour.
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b. Milieux de maturation

Dans le but doptimiser la régénération, les catsbmyogenes et les agrégats
cellulaires issus des suspensions qui dévelopmanechbryons somatiques sur milieu VM30
et qui ne présentent pas de nécroses sont séleesigour notre expérimentation.

Sept milieux de maturation sont testés (Tablea&lr chaque culture, un minimum
de 5 cals ou agrégats cellulaires sont mis en reulfians des boites de pétri de 60 mm de
diamétre. Chaque combinaison est répétée moirssfuigi

Les cultures sont incubées pendant 5 semaine8cas@ids un éclairement d’environ
2000 lux durant 16 h par jour.

c. Milieux de germination
Les cultures embryogenes qui possedent des embmgits ayant atteint le stade
torpille avancé ou cotylédonaire, sont isoléesatsférées dans des tubes a essais (25x300
mm).
Trois milieux différents (MS, K1, G1) sont utilisgsur tester le développement de la
partie aérienne et racinaire des plantules (talB¢au
Les cultures sont incubées a 27°c sous un éclaiedienviron 2000 lux durant 16 h

par jour.

Tableau 5 : Composition des milieux de maturation

Milieu de ABA ABA
prolifération T P AodBos 15 2.5 ABA4 ABA4-GL
Milieu minéral MS
Vitamines Vitamines de Morel
Saccharose 30 g/L
ABA (UM) - 5,6 9,5 15 15
BAP (uM) 1 1 2,2
KIN (uM) 1
2,4D (uM) 10
AlA (UM) 2,2
GA3 (M) 1
Gelrite (g) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
pH 57-58
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Tableau 6 : Composition des milieux de germination.

MS K1 Gl
KIN (uM) 1
GA3 (UM) 2,85
Gelrite (g) 2 2 2

6.2. Régénération a partir de suspensions cellulaires

Dans le but de tester la capacité embryogene ulgsessions cellulaires obtenues,

Nous avons réalisé deux séries d’expériences.

Dans la premiére série, des parties aliquotesg@3* mL) ont été étalées sur trois
types de milieux solides. Les trois milieux de még@tion primaires solides utilisés sont
A0,4Bo,5, et VM30

bananier ainsi que sur un milieu comprenant I'ABAL,5 mg/L (tableau 7).

inspirés des travaux de Assani et a@)0P) et Guédira (2006) sur le

Tableau 7 : Composition des milieux AsBos et VM30 et ABA 1,5

Ao..Bos ABA 1,5 VM30
Macro-éléments 1/2MS 1/2MS MS
Micro-éléments 1/2MS 1/2MS MS
Fe-EDTA 1/2MS 1/2MS MS
Vitamines Morel et Morel et Morel et
Wetmore Wetmore Wetmore
BAP (uM) 2,2
AlA (UM) 2,2
ABA (UM) 5,6
Saccharose 30¢g/L 30 g/L 30 g/L
Gelrite 3g/L 3g/lL 3g/L
pH 57

65




Par la suite, les agrégats vivants et évolutifs @8t repiqgués successivement sur
différents milieux de maturation dans le but deedétner la séquence de milieux optimaux
pour la conversion des embryons somatiques engslamitieres.

La deuxieme série d’expériences, a été réaliséguament avec cv865. Des parties
aliquotes de 0,5 mL de volume cellulaire sont éwmléur un milieu de prématuration sans
régulateurs de croissance avant d’étre repiquédesumilieux de maturation conformément a

ce qui aéte réalisé avec les cals (tableau 5).

6.3. Observations et traitement des résultats
La maturation est estimée par comptage des embsamatiques a différents stades
de maturation pendant 4 semaines a raison d'unenddign par semaine. Les nombres
d’embryons observés a la troisieme semaine sdtégnaar analyse de la variance a 5 % et les
différences significatives sont classées par lede®uncan (Duncan, 1955).
Le pourcentage de conversion des embryons somatgjuanilieu de germination est
calculé comme suit :

_ Nombredeplantulesobtenueparcalou agrégat><
Nombretotald'embryonsvantrepiquage

100

La moyenne et I'erreur sont calculées pour ce panan

6.4. Détermination du niveau de ploidie par cytométrieen flux

Parmi des centaines de plants issus d’embryons teprea du cultivar Zho un
échantillon de 50 clones ont été sélectionnés aartiat multipliés pour I'étude de la stabilité
génétique. La cytométrie en flux a été utiliséerppuantifier '’ADN pour la détermination du
niveau de ploidie comme décrit par Fock et al. {30Briévement, 1 cide feuille & partir de
vitroplants est finement coupé dans 1 mL de tangmmtenant les minéraux CPW (Frearson
et al. 1973), le mannitol a 0,5M, 0,25 % (w/v) de@ 0,5% (w/v) triton X-100 et 0,25%
(v/v) de mercaptoéthanol a pH6,5-7. Les échanslibruts sont passés a travers un filtre de
nylon (40pM de diamétre) et colorés par le 4,6dina-2-phenylidole (DAPI, 5pg mtb).
L’analyse de I’ADN est réalisée sur cytométrie eix PARTEC CA Il (Chemunex, Maison
Alford, France) équipé d’'une lampe de mercure 10Qtyve HBO). La fluorescence bleue a
455 nm a été enregistrée en fonction du contenA@N. Les plants parentaux (6X) de
patate douce (2n=6x=92 chromosomes) (Srisuwan .et2806) ont été utilisés comme

références externes pour étalonner I'échelle derdkcence. La distribution de I'ADN a été
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analysée en utilisant DPAC software sur des hiatognes générés a partir au moins 10000

noyaux.

7. Transformation
7.1.Souches bactériennes
Trois souches Agrobacterium tumefaciermt été successivement utilisées :

> La premiere appelée GUSMVE comprend le plasmideG25&V2260). Le
vecteur binaire pBinGUSint porté par cette souchmprend deux génes
marqueurs : Gus qui code pour Baglucuronidase qui a la caractéristique
d'hydrolyser le substrat incolore X-gluc en un mribdoloré en bleu et le géne
nptll conférant la résistance a la kanamycine.

» La deuxiéme souche appelée GV 3101-pTHW136 a étéapsuite utilisée.

Elle comprend un plasmide binaire qui porte les m®€ngenes que

précédemment. Le plasmide Ti désarmée utilisé esésenté ci-apres :

pTHW136

5 GAGGCTATTCGGCTATGACTG 3 P2
P1 3 ATGCCATAGCGGCGAGGGCTA 5

fragment de 0,53 kb du géne guslnt
+789 - — - - — — — — - - - — - — — — - +1310

S TTTAACTATGCCGGGATCCATCGE 3 P7 ‘
PG I ATGCGACTTCTCTACGAGCTOACC o'

Figure 3 : structure de '’ADN-T de la souche GV 310-pTHW136

» La souche C58C1RIifR (pGV2260) d’' construite au tabmre de Gembloux
portant le vecteur de transformation pBECKS19 ddrivde pBinl9, une
souche bactérienne construite au laboratoire debem La cassette de
transformation contient le gene nptll qui confeagdsistance a la kanamycine
chez les plantes transformées ainsi qu'un site iphelltde clonageQ pour

l'insertion d’'un gene placé sous le contrdle dunpoteur 35S du CaMV35.
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Dans le cas de notre souche, la construction sli@opB1l9YAXTR12.6 et
porte le gene codant pour une protéine PVY podastmutations au domaine
AX (384-390). Le gene a subi une mutagenése dirdgenant la double
mutation pzpolpvymutax. Les mutations ont donnéefésts suivants :

Mutation K389 : 1176 AAG— AAC

Mutations R385, R387, R388 1164 AGAACAAGAAGG —
AACACAAACAAC

7.1.1. Préparation des souches bactériennes
Les souches, conservées a |'état congelé, sogegtalr milieu solide. Des colonies
sont remises en suspension dans 40 ml de milieidBget laissées a incuber en agitation a

27°c 24 h avant la manipulation (annexe 2).

7.1.2. Infection et coculture

La suspension bactérienne est soumise a un dosagmeatrophotométr£600nm)
suivi d'une dilution en milieu liquide de maniéreltenir une absorbance comprise entre 0.4
et 0.6. Cependant, dans les premieres expérielaceaspension bactérienne était diluée au
un quart sans dosage.

Les plantules de patate douce agées d’environ &ises) sont sorties des tubes
(Figure A) et disséquées dans des conditions asesti (Figure B et C). Trois types
d’explants sont isolés: des fragments d’entrenaalels morceaux de pétiole et des noeuds qui
sont entaillés légerement au niveau du bourgeayuf€iD et E). Les noeuds ébourgeonnés
ont été utilisés pour la majorité des expériences.

Les explants sont ensuite plongés dans la soll@mtérienne diluée (Figure F) qui
est agitée légerement au vortex pendant 10 sec@Rapse G). Apres une durée de 10 a 30
mn suivant les expériences, les explants soneyEs| épongés dans une boite de pétri stérile
comprenant un papier filtre stérile (Figure H) mé@mencés dans des boites de Pétri de 10 cm
de diameétre contenant le milieu 440 dépourvu dbémiiques (annexe 2).
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Figure 4 : les différentes étapes de la transformain génétique de la patate douce. A:
plantules agées d’environ 8 semaines. B, C et Dsdection dans des conditions
aseptiques. E : incision au niveau du bourgeon aldire. F : immersion dans la solution
bactérienne. G : agitation au vortex pendant 10 seades. H : séchage entre deux feuilles

de papier filtre.
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7.1.3. Culture et repiquages

Apres 48 h, les explants sont repiqués sur leemidi4d1 qui est additionné de 500 mg/I
de céfotaxime ou de timentine (ticarcilline/acidavalanique). Ces antibiotiques servent a
bloquer la croissance bactérienne.

Les observations sont réalisées chaque semaine quoure la régénération des
bourgeons et noter leur coloration. Au bout dest@iquatre semaines environ, les pousses
vertes régénérées sont découpées en explants aomacet repiqués sur le milieu de

multiplication comprenant les antibiotigues maissseegulateurs de croissance.

7.1.4. Régénération
Apres 48 h, les noeuds €bourgeonnés sont repiquds sulieu de régénération 442
(cf. annexe 2) qui comprend la timentine (ticamdlacide clavulanique) a 500 mg/l. Cet

antibiotique a montré une meilleure efficacité ppport a la cefotaxime utilisé auparavant.

7.2.Observations
Pour chaque boite, on note le nombre d’explantstaydgénéré par rapport a
'ensemble des explants ensemencés. Les plantéignérées doivent étre multipliées sur
milieu 442 afin de constituer des clones qui sentiraux tests Kanamycine et aux études

moléculaires.

7.3.Test a la kanamycine
Des noeuds représentant les clones régénérésepaigs sur le milieu 443 (annexe
2) afin de tester leur résistance a la kanamydiaeconcentration de kanamycine dans le
milieu doit tenir compte de la sensibilité de chacuultivar. D’aprés les manipulations
précédentes, cette concentration est de 75 mgfl fimounang 13 et 100 mg/l pour 953. Les
nceuds des clones résistants se développent norerdlators que les non résistants donnent

des bourgeons blancs qui n’évoluent pas.

7.4.Test Gus
Les fragments de feuilles sont placés en tubesrefgpfs et recouverts par 50 a 75 pl
de la solution pour la détection du géne GUS conane: le ferricyanure de potassium et le
ferrocyanure de potassium 1%, le X-Gluc a 5 % é&repon phosphate a 93 % (annexe 2).
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Les tubes eppendorf sont placés au bain marie & 3endant 2 a 8 heures selon
I'intensité de la coloration. Les échantillons santés 3 fois avec du tampon phosphate et

gardés au froid (4 °c) pendant 2 mois au maximum.

7.5. Analyse moléculaire
Ce test consiste a détecter les séquences tragagérau sein de I’ADN de la plante.

7.5.1. Extraction de ’ADN total

L’ADN total est extrait des feuilles de vitroplardgés de 8 semaines grace a un kit
d’extraction (Dneasy Plant mini kit, Qiagen). L'ilsment et la purification de 'ADN total
sont réalisés sur des colonnes de résine anioniQette méthode ne requiert qu'une faible
quantité de matériel végétal: 100 mg de feuilles.

Le broyage des feuilles se fait au Dangoumeawid, fa I'aide d’'une bille d’acier. Le
protocole suivi est celui proposé par Qiagen (Amn&x

L’ADN bactérien servira comme témoin positif etudalle plantes non infectées (Z13
et 953) comme témoin négatif.

Les solutions d’ADN total sont conservées a -2[ifgju’a leur utilisation.

La qualité et la quantité de I'ADN extrait sont Bxées par électrophorese sur gel
d’agarose par comparaison avec un ADN témoin damulantité est connue. Une quantité
aliquote des échantillons d’ADN (5 pL) est mélangeg5 uL de tampon TBE 0,5x (Tris
Borate EDTA) et 3 pL de tampon de charge (Annexedd)enant du bleu de bromophenol
avant d’étre déposée sur un gel d’'agarose a 0,7épape a partir de TBE 0,5x et contenant
0,1 pg/mL de bromure d’éthidium (BET). Un témoinmasse moléculaire (le marqueur de
taille de 1kb; ladder Biolobs) sert de référengargitative.

La migration dure environ 2 heures 30 minutes smestension de 80 V. L’évaluation
de la concentration en ADN des différents échamidlest réalisée aprés photographie sur une
table a ultraviolet, par comparaison de l'intensigla fluorescence des bandes d’ADN des
échantillons avec les bandes du marqueur moléeulair

Des échantillons de ces ADN sont prélevés et amplipar PCR en présence

d’amorces spécifiques.
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7.5.2. Composition du milieu réactionnel

Les réactions PCR permettant d’amplifier les ségeenciblées dans un milieu
réactionnel comportant: 30 ng d’ADN, le tampon ndfdification (concentré 10 fois)
contenant 1,5 mM de Mg&125 uM de chaque dNTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTR),.0M
de chacune des deux amorces (GUS et NPTII) et & Tad DNA polymérase (Appligene) et
un volume d’eau stérile nécessaire pour complétgolume réactionnel a 25 pL (Annexe 3).

Le tampon, les NTP et la taq polymérase proviendent PCR amplification kit » de Qiagen.

7.5.3. Amplification de 'ADN

Le programme d’amplification est réalisé dans wrrtfocycleur Touchgene (Techne)
et compte une dénaturation initiale de 'ADN a ©@4endant 10 mn. L’amplification se
produit au cours de 35 cycles comprenant une éapeéenaturation de 'ADN de 1 mn a
94°C; 1mn a Tm (50°c)et 1 mn a 72°C. Une élongation supplémentaire den5a 72°C
termine I'amplification a la fin des 35 cycles.

A la fin de la réaction PCR, le tampon de chargatermant le bleu de bromophénol

(annexe 3) est ajouté aux produits d’amplificagonl/10 du volume.

7.5.4. Analyse des produits d’amplification :

La séparation préalable des produits d'amplificatist réalisée sur gel d’agarose a
1.4% pendant 3 a5 h a 100 V. Les fragments ai@plifont mis en évidence sur une table a
ultraviolets apres coloration par le Bet (0,1 pLgs gels sont ensuite photographiés (film

polaroid).
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RESULIATS ET DISCUSMION



RESULTATS ET DISCUSSION

1. Induction de cals embryogenes
1.1.Evolution des explants en culture

Les bourgeons (figure 5A) mis en culture commengeart se gonfler |égerement
durant les deux premiéres semaines de culturepdident leur consistance compacte et
deviennent vitreux et liquéfiés. Des structures mymtnaires, formées de masses compactes
nodulaires a petites cellules, émergent de cettsenaucilagineuse (figure 5B).

Ces structures présentent souvent une coloratiamgerodue a la présence
d’anthocyanes (figure 5C). Ces structures embryoema@rossissent pour former une masse
embryogene compacte (figure 5D). Le repiquage destreictures sur un milieu neuf permet
leur développement en cal embryogene rouge (figMeou jaune suivant les génotypes.

Le cal comprend une partie compacte noduleuse eohteEmbryons et une partie molle
mucilagineuse blanchatre (figure 5D). Au cours eigsquages successifs, cette partie molle
se régénére constamment et donne de nouvellesusas embryonnaires.

Certains explants forment de petits cals qui dégénéeapidement ou des cals non
embryogénes blancs ou bruns friables a croissapider formées de cellules allongées trés
vacuolisées.

La capacité de formation des cals embryogenes variea fois en fonction de la

composition du milieu de culture et du génotype.
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Figure 5: Explant initial au moment de la culture(A) début de formation du cal
embryogéne rougeéatre au sein d’'une masse mucilagiree laiteuse cv Zho (B) structures
embryogénes rouges emergeant a partir de la massdtéuse cvzZho (C) cal embryogene
nodulaire rouge du cv Zho. Les fleches indiquent &parties compactes embryogénes.
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1.2. Effet de I'agent gélifiant

L’effet de deux types d’agents gélifiants, agageitite, a été testé pour I'induction de
la réponse embryogéne chez six cultivars de patatee (Tableau 8). L’analyse de la
variance appliquée au pourcentage de réponse eg@irgoa montré des effets hautement
significatifs de I'agent gélifiant et du génotypedépendamment du génotype, le milieu
solidifié avec I'agar a donné la meilleure répoaseryogene estimée a 3,53 % alors que tres
peu de bourgeons axillaires ont formé des calsyygknes sur gelrite avec seulement 0,45
%. Parmi les six génotypes testés, seuls troisagput Zho, 865 et 90 ont produit une réponse
embryogene (Tableau 8).

La meilleure réponse embryogéne a été obtenue leBeaultivars Zho et 865 sur le
milieu solidifié avec l'agar et contenant 5 uM del.BT. Les pourcentages obtenus sont
respectivement de 10,7 pour Zho et 14,68 % pour. 868lgré I'absence d’interaction
significative entre le génotype et I'agent gelifiasseuls 1,46 % des bourgeons axillaires de la
varieté 90 ont donné des cals embryogénes dans ilieu rsolidifié avec la gelrite et
contenant 10 uM de 2,4,5-T. Ce pourcentage de s&oembryogene n’était pas

significativement différent de zéro (Tableau 8).

Tableau 8: pourcentage de réponse embryogéne de 6ltivars de patate douce
aprés 10 semaines de culture dans le milieu d’indtion comprenant deux
concentrations (5 et 10 uM) de 2.4.5T et solidifiésoit avec I'agar ou la gelrite.
Les valeurs suivies des mémes lettres ne sont pagdicativement différentes au
risque de 5 %.

Genotype Agar Gelrite Moyenne
5uM 2,4,5-T 10pM 2,4,5-T 5uM 2,4,5-T  10uM 2,4,5-T

Zho 10.70ab 10.07ab 0.00d 1.78cd 5.64
Quangshu 0.00d 0.00d 0.00d 0.00d 0.00
953 0.00d 0.00d 0.00d 0.00d 0.00
865 14.68a 6.92bc 0.00d 2.14d 5.94

90 0.00d 0.00d 0.00d 1.46d 0.37
Duclos 11 0.00d 0.00d 0.00d 0.00d 0.00
Moyenne 4.23 2.83 0.00 0.90 1.99
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1.3. Effet de l'auxine et du génotype

Nous avons comparé l'effet de trois auxines, D2k 2.4.5T (5 ou 10uM) et le
piclorame (10uM) sur la réponse embryogene cheaultérars de patate douce cultives sur
des mileux solidifiés avec de I'agar (Tableau 9).

L’'analyse de la variance appliquée sur la fréqueteela réponse embryogene a
montré un effet hautement significatif a la fois e d’auxine, du génotype et de leur
interaction (Tableau 9). L’effet du type d’auxingr $a réponse embryogene dépend donc du
génotype. Il est surprenant que seuls deux cudtivaho et 856 ont été induits a former
guelques cals embryogénes sur le milieu compramanfaible teneur en 2.4-D (5 uM), alors
gu’'une teneur plus élevée en 2,4-D (10 uM) n'ext pfficace pour induire une réponse
embryogene chez tous les cultivars (Tableau 9)cdutraire, les meilleurs résultats ont éte
obtenus avec cv Zho en présence de 2,4,5-T oictigdPe, produisant en moyenne 10.33%
de réponse embryogéne quelle que soit la conciemtratilisée. Le génotype 865 a donné
14.7 % de réponse embryogéne a 5 uM de 2,4,5-fewdersent 6.59 % a 10 uM de

Piclorame (Tableau 9).

Tableau 9: effet des auxines (2,4-D, 2,4,5-T et Riame) sur l'induction de

'embryogenése somatique chez 6 cultivars de patatéouce. La réponse
embryogéne (%) a été observée apres 10 semaines aldture dans le mileu

d’induction solidifié par 7g/L d’agar. Les valeurs suivies de la méme lettre ne
sont pas significativement différentes au risque dgé %.

Génotype Piclorame 2,45-T 2,4-D Moyenne
10uM 5uM 10uM 5uM 10uM

Zho 10.60ab 10.70ab 10.07ab 0.69cdef 0.00cdef 6.41

Guangshu 0.00cdef 0.00cdef 0.00cdef 0.00cdef 0edOcd  0.00

953 0.00cdef 0.00cdef 0.00cdef 0.00cdef 0.00cdef 00 0O.

865 6.59abc 14.70a 6.92abcd 6.37bcde 0.00cdef 6.92

90 0.00cdef 0.00cdef 0.00cdef 0.00cdef 0.00cdef 00.0

Duclos 11 0.00cdef 0.00cdef 0.00cdef 0.00cdef @ebc 0.00

Moyenne 2.87 4.23 2.83 1.18 0.00 2.22
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1.4.Induction de cals embryogenes chez le clone maronoai

La patate douce est couramment commercialisée refooumée au Maroc mais a
échelle réduite. Cependant, il n’'y a pas de vasi@técrites dans le catalogue national. Les
résultats obtenus avec les variétés chinoises ousncouragés a travailler en paralléle avec
la patate douce cultivée et commercialisée au Mayoas avons donc constitué un clone a
partir de la patate vendue dans le commerce et aoass appliqué le méme protocole
d’'induction de cals embryogénes utilisé précedenmimBious avons testé trois auxines
synthétiques : le 2,4,5T, le piclorame et le dicamhes résultats obtenus sont présentés dans

le tableau 10.

Tableau 10: effet de différentes concentrations duxine sur la réponse
embryogéne chez le clone marocain.

Génotype Témoin 2,4,5-T Piclorame Dicamba
5uM 5uM 10uM 15uM 5uM 10uM  15uM
M 0 155¢5 41+41 10+39 10+x15 38+22 4+23 0

Les réponses embryogeénes optimales chez la patai=e docale sont obtenues en
présence du 2,4,5T a 5uM (15,5 =5 %) et le ppeke a 10 et 15 pM avec respectivement
10 £+ 3,9 % et 10 + 1,5 %. L'erreur standard mowjue la différence n’est pas significative

entre ces 3 traitements.

1.5. Entretien des cals embryogenes

Le cal compact embryogene est multiplié par suboest (repiquage) régulieres sur un
milieu frais identique a celui utilisé pour l'indiimn dans un intervalle de 2 mois (Figure 6A
et 6B). Les cals présentent une pigmentation dteérdi suivant les clones. Les cals de Zho
sont rouges (Figure 6A et C), ceux de 90 et duecMarocain jaunes verdatres (Figure 6A et
C) alors que ceux de 865 sont rouges au départdagisnnent jaunes pendant les repiquages
(Figure 6D). Les cultures sont maintenues a I'akig& Au cours des repiguages successifs,
les cals embryogénes développent de nouvellesepathbryogenes. Au sein de ces cals se
développent aussi de nouvelles masses laiteusakgineuses a partir desquelles se forment

de nouveaux fragments de cals compacts embryog€ependant, on constate que les cals
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embryogénes développent aussi des parties non egémngs blanches ou jaunatres friables
(Figure 6D) a croissance rapide avec des cellllesgies vacuolisées. Certains secteurs du
cal deviennent nécrosés bruns (Figure 6E). Ledepartécrosées et les cals friables non
embryogenes doivent étre minutieusement élimindas. effet, les nécroses peuvent
provoguer une nécrose générale alors que le caémimyogéne qui se développe beaucoup
plus rapidement que le cal embryogene envahit c&tewplent les cultures et provoque une
perte irréversible de la capacité embryogéene. Uaedleure prolifération du cal embryogene
est sélectivement stimulée sur un milieu contesait 5 uM de 2,4,5-T ou une combinaison
de 10 uM de 2,4-D et 1 uM de BAP ou de kinetine.plis, nous avons remarqué que le
milieu solidifié avec du gelrite a 2,5 ou 3 g/L geéte une meilleure croissance du cal par
rapport a celui qui est solidifié avec de I'agaf /L. En appliquant cette procédure, certains
cals embryogenes ont été maintenus deux a troiéeantout en gardant leur capacité a
régénérer des plantes.

Les embryons somatiques restent au stade globuaireordiforme en présence de
l'auxine. Certains embryons évoluent vers les stal@nces et deviennent verts (figure 6F)
surtout en présence de piclorame. lls se dévelapgermplantules apres leur repiquage sur

milieu MS sans régulateurs de croissance.
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Imm

1 mm

Figure 6 : les cals embryogenes chez cv Zho (A €},00 (B), cals de cv 865 avec début
d’apparition de cals non embryogénes (D), cals aveécroses (E) et cals avec un début
de développement d’embryons somatiques (F).
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1.6. Discussion

Dans cette étude, I'embryogenése somatique a gtdiedement induite chez trois
cultivars cv Zho, 90 et 865. Des cals embryogéres dcompacts se développent a partir de
masses laiteuses mucilagineuses. Ces cals embeggeac leur potentiel de conversion en
plantes ont régulierement été entretenus pendasmtp deux ans par repiquage sur un milieu
contenant 5 uM 2,4,5-T ou une combinaison de 10deM2,4-D avec 1 uM de BAP ou
kinétine. L'agent gélifiant et la teneur en régelats de croissance ont montré un effet
significatif sur l'induction de I'embryogenese sdigae chez la patate douce. L’agent
gélifiant est généralement considéré uniquementnu®nun support solide protégeant
I'explant contre 'immersion et I'asphyxie. Cepentd’utilisation de milieux solides réduit
les phénomenes de diffusion limitant ainsi le maooeet de certains éléments nutritifs
(Laroche, 1997). En plus, la croissance des explanttivés peut étre affectée par des
substances inhibitrices libérées par des tissuétagg nécrosés et qui se concentrent autour
des explants (Johansson, 1986). Ces effets déptethaléype et de la concentration de I'agent
gélifiant utilisé. Le gelrite assure généralememt meilleure disponibilité en eau (Buah and
al., 1999; Scherer and al., 1988). De méme, desgaulds inhibitrices produites par I'explant
comme les phénols diffusent plus aisément au seimitleu solidifié par le gelrite (Huang
and Chi, 1988). En plus, cet agent gélifiant conitie teneur plus élevée en ions Ca, K, Mg
et Fe par rapport au milieu solidifie avec de liagai contient 3 fois plus de d’ions Na
(Barbas and al., 1993; Cornu and Jay-allemend,;198@®n and al., 1995).

Dans cette étude, une meilleure induction de I'giodpenese somatique chez la patate
douce a été obtenue lorsque l'agar est utilisé cenagent gélifiant. En milieu liquide,
I'induction était completement inhibée (données mabliées). Ceci peut expliquer un
pourcentage plus faible d’'induction sur gelriteleau est plus disponible.L’interaction entre
le génotype et la combinaison de régulateurs dessance s’est avérée significative dans
notre travail. L'induction de I'embryogenése somaé a été réussie en présence d'une faible
teneur en 2,4D pour deux cultivars Zho et 865. Messmeilleurs résultats ont été obtenus
avec le 2,4,5-T et le Piclorame comme déja obsgavs d’autres travaux (Al Mazrooei and
al., 1997; Otani et Shimada, 1996). Dans notreattales cultivars Duclos1l, Quangshu et
953 n’'ont donné aucune réponse embryogene quedajute traitement utilisé alors que des
cals embryogénes ont déja été obtenus a partieslenémes cultivars (Cavalcante-alves et
al., 1994). Ce resultat est a priori surprenant méila capacité a développer des embryons
somatiques est en général sous contrdle généfigabuyser et al., 1992), et particulierement

chez la patate douce (Cavalcante-Alves et al., 1ABMazrooei et al., 1997; Sim et Cardosa,
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2005). L’'absence de réponse embryogéne chez cesypén pourrait étre due a la variation
dans le stade développemental et physiologiqge dé&oplants utilisés, affectant ainsi le
comportement des bourgeons axillaires en cultureetet, il a été montré dans d’autres
travaux que la réponse embryogene des bourgedterag dépendait beaucoup de la taille
des bourgeons ensemencés. Seuls les bourgeonsadaiite est comprise entre 0.5-1 mm
sont favorables pour une réponse embryogéne (Ardda&z et al., 1997). Des facteurs
endogenes comme le niveau des régulateurs de amoessendogenes au sein des explants
ainsi que linteraction entre les régulateurs egteg et exogenes peuvent influencer la
réponse embryogene (Jimenez, 2005). Dans cette,étads confirmons les résultats obtenus
par Cavalcante-Alves et al. (1994) pour I'abseneegébonse embryogene chez le cv Duclos
11. De méme, cv Jewel, qui est utilisé dans beguabei programmes d’amélioration
géneétique, a aussi éte trouvé inapte a donnergponse embryogene (Desamero et al., 1994;
Pido et al., 1995).

2. Les suspensions cellulaires embryogénes
2.1.Mise en place et évolution des suspensions cellués

Nous avons utilisé pour la mise en place des sgspen cellulaires des cals
embryogenes des cultivars 865 et Zho relativeneumigs c'est-a-dire initiés depuis moins de
trois mois et fraichement repiqués dans le milientletien contenant 5 uM de 2,4,5T deux
semaines avant.

Un fragment de 2 a 3 mm de diametre est placé daaserlenmeyer de 100 mL
contenant 10 mL de milieu Mavec 5 uM de 2,4 D (tableau 4). Les erlenmeyams gacés
dans I'agitateur et exposés a la lumiere. Aprésren\8 semaines, les suspensions cellulaires
embryogenes sont repiquées dans des erlenmey2&deL contenant 50 mL de milieu.

Chez les deux cultivars Zho et 865, les fragmeetgals mis en culture grossissent
léegerement formant des petites masses blanchesdagetaches rouges (Figure 7A et 7B).
Ces masses ont tendance a se fragmenter facileoest’effet de I'agitation ou en contact
avec la pointe de la pipette lors des repiquagessiAe milieu liquide en agitation est envahi
progressivement d’'agrégats de plus en plus nomleefins ce qui aboutit & la mise en place
de la suspension cellulaire embryogéene limpide ttoée d’agrégats cellulaires embryogenes
(Figure 7D) rouges chez cvZho et cv865 mais peudenenir jaunes chez cv865 (Figure
7C).

Ces agrégats rouges ou jaunes suivant les cultmesentent en fait une partie

blanche qui rappelle la partie mucilagineuse désammbryogenes parsemeée de points rouges
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(Figure 7D) ou jaunes suivant les cultivars. Ndgvestions indiquent que leur taille varie de
0,3 a 3 mm. Le milieu est limpide a cause de I'absede cellules isolées ou d’agrégats trés
fins.

Les suspensions cellulaires embryogenes peuventbaisquement envahies par des
cellules non embryogenes a croissance rapide. I2s gispensions deviennent trés troubles
jaunes a brunes (Figure 8A). Les agrégats embnasgent tendance a étre noyés dans les
cellules et des agrégats fins non embryogénesissar@we beaucoup rapide (Figure 8B). Les
cellules non embryogénes sont vacuolisées, tréemgdks parfois recourbées en forme de
banane (Figure 8C). Les suspensions perdent aloéseisiblement leur compétence
embryogéne.

Le risque de perte de la compétence embryogene lsesebréduire lorsque les
suspensions sont entretenues régulierement pauage sur un milieu frais. Ainsi, parmi les

12 erlenmeyers initiées, une seule a été envahiepaellules non embryogénes.
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Figure 7 : Mise en place des suspensions cellularembryogénes. A ; petits cals blancs
avec des points rouges pendant l'installation de lsuspension de cv Zho. B : suspension
de cvZho avec de gros agrégats rouges. C : suspengde cv865 avec des agrégats
jaunes. D : Suspension cellulaire de cv Zho avecslagrégats rouges.
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e y i b

Figure 8 : structure des suspensions non embryogéenehez cv865 ; A : aspect général
dense et trouble. B : agrégats cellulaires fins eellules isolées. C ; aspect général des
cellules sous microscope x200.
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2.2. Structure cellulaire des suspensions embryogéenes

Les suspensions cellulaires embryogénes sont tuédessi d’agrégats cellulaires formés
de deux parties : une partie blanche lisse centtatkes bosses périphériques rouges chez cv
Zho et chez cv 865 mais les bosses rouges peugeahill jaunes chez ce dernier.

Dans le but d’observer la structure de ces agrégals avons réalisé des coupes
histologiques (Figure 9). Au faible grossissemeamt,observe deux parties au niveau des
coupes histologiques. Une partie centrale corredgnanprobablement a la partie blanche qui
parait claire alors que des plages périphériquemdies paraissent plus denses (Figure 9A).
Les cellules des deux parties sont isodiamétrigieshtourées d’'une paroi fine (Figure 9B).
La partie centrale claire présente des cellulesial&s®es avec un petit noyau allongé et situé
a la périphérie (Figure 9C) alors que les partigmnalies sont formées de cellules a
cytoplasme trés dense et fortement coloré et up gogau en position centrale (Figure 9D)..

Toutes ces caractéristiques montrent que les legllaentrales sont faiblement
différenciées. Par contre, les cellules périphé&rgprésentent toutes les caractéristiques des

cellules non différenciées de type embryonnaire.
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Figure 9 : Structure histologique des agrégats cellaires embryogenes : vue d’ensemble
de la coupe x 10 (A), les parties centrales claget les parties périphériques plus
sombres x 40 (B), cellules vacuolisées avec noyaiphérique (fleche) au niveau de la
partie centrale x 100 (C) et cellules trés jeunesrac cytoplasme granuleux dense et un
gros noyau central (fleche) x 100 (D).
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2.2.1. Cinétique de croissance

Malgré des difficultés techniques, rencontrées srewons réussi a suivre la cinétique
de croissance d’'une suspension cellulaire du cv (8&ure 10). La courbe de croissance
présente une forme sinusoidale classique avecphaises de croissance : la premiére est une
phase de latence observée entre 0 et 2 semainasaetérisée par une croissance faible. La
deuxieme est la phase exponentielle avec une aramissrapide et linéaire. La derniére phase

est la phase stationnaire ou la croissance atteipglier.

8 .

Volume cellulaire (mlL)

1 2 3 4

temps (semaines)

Figure 10: cinétique de croissance de la suspensiaellulaire embryogéne du cv 865
(mL)

Nous avons aussi essayé de réaliser des cinésguebautres suspensions cellulaires
notamment pour cv Zho, mais des problemes d’irdactt de stabilité de la température dans

la salle de culture n’ont pas permis de finir cétiede.

2.3. Discussion
Les suspensions cellulaires embryogéenes présdmantoup d’avantages par rapport
au milieu solide. Les cultures présentent un meilleontact avec le milieu et donc de
meilleures conditions de croissance. Ces suspensiont aussi plus faciles a isoler et a
manipuler.
Nous avons réussi dans ce travail a installer depemnsions cellulaires chez deux

cultivars Zho et 865. L’aspect de ces suspensishsimilaire a ceux décrits dans d’autres
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travaux comme ceux de Chée et Cantliffe (1988) cvewhite star et Liu et al. (2001) chez
15 cultivars chinois. La cinétique de croissancecd#e suspension présente une forme
sigmoide classique conformément a ce qui a étét g@erChée et Cantliffe (1989a)

La mise en place et la croissance des suspensalhgaces ont été réalisées en
présence de 5 uM de 2,4-D. La méme concentratiéteé autilisée par Chée et Cantliffe
(1989). Il est surprenant que la méme concentrasioi utilisée pour les suspensions
cellulaires de bananier (Guédira, 2006) malgréoiggiement des deux plantes sur le plan
systématique. Liu et al. (2001) ont utilisé une cmortration de 9 uM. Le 2,4-D serait
nécessaire pour stimuler sélectivement la prolii@nades cellules embryogénes (Chée et
Cantliffe, 1989a).

Comme décrit par d’autres auteurs, les suspensielhdaires chez la patate douce
sont un mélange de cals, d’agrégats cellulairesrggbnes et non embryogénes. Les
suspensions embryogénes sont formées d’agrégaitaices hétérogénes comme pour Chée
et Cantliffe (1989). Notre étude histologique auym® que ces agrégats sont formés de
cellules a caractere embryonnaire en périphérailgiement vacuolisées au centre. Le mode
de transition entre ces agrégats et les embryaressiée des études supplémentaires a la fois
histologiques et moléculaires.

Nos suspensions embryogenes sont formées d’agrégktsvement grands qui
flottent dans un milieu limpide alors que les suspENs non embryogenes sont
essentiellement formées de cellules isolées oagiEgats de petite qui rendent le milieu tres
trouble. Une description similaire est présentée @aée et Cantliffe (1989a) et Chée et al.
(1990). Ces auteurs ont montré que 98 % de laidraeimbryogéne est composée d’agrégats
de taille supérieure ou égale a 355 um.

Nous aussi avons remarqué que les agrégats augrndattaille pendant la croissance
avant d’éclater sous I'effet de I'agitation ou pantlles repiquages. Les nouveaux agrégats se
forment et se détachent a partir des agrégats iptamts comme décrit par Chée et Cantliffe
(1989a) chez White star alors que chez la carla$eagrégats se forment a partir de cellules

isolées.
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3. Régénération a partir de cals embryogénes et de qensions cellulaires
3.1.Régénération a partir de cals embryogenes

Dans cette partie, nous avons essayé de détermesmearonditions optimales de la
régénération d’embryons somatiques a partir dessalsryogenes cultivés sur le milieu solide
et aussi celles de leur conversion en plantes.

Des études préliminaires réalisées avec des cdlsyegenes des cv Zho, 865 et 90
ainsi que des cals anciens du cv Qu nous ont pediaigir une premiere idée sur les
conditions nécessaires pour la régénération des. @shsi, contrairement a la phase
d’induction, la présence de gelrite en tant qu'aggtifiant semble favorable au maintien des
cals embryogénes et a la régénération de plantss.aluxines synthétiques fortes utilisées
pour linduction se sont révélées inhibitrices pdarrégénération. Néanmoins, un petit
nombre d’embryons évolue vers les stades avancggule les cals restent longtemps sur le
milieu d’entretien, probablement a cause de I'émisnt de 'auxine.

L'utilisation d’un milieu de régénération sans riageurs de croissance favorise la
régénération mais le nombre d’embryons obtenudadsie et les cals ont tendance a se
nécroser rapidement ou a devenir friables et ndmrgogéenes.

Cependant, l'utilisation de milieux avec une réductde I'auxine synthétique voire
son absence, combinée avec l'addition d’autres laégurs de croissance semble tres
favorable a la régénération. C’est le cas du mi&u(2,4D et kin a 1uM) utilisé auparavant
par Cavalcante-Alves (1996) et aussi les milieuxnpeenant l'acide abscissique a des
concentrations comprises entre 1 a 5 mg/L, quiétdhiargement utilisés par d’autres auteurs
(Zheng et al., 1996 ; Sim et Cardosa, 2005). Lés embryogenes du cv Zhounang 13 ont
montré une régénération optimale pour 1,5 mg/L d®ABSihachakr, communication
personnelle). Ces études préliminaires nous manti@ncomplexité du phénomene de
régénération. Des expériences plus étofféees éntéélisées pour optimiser ce processus de
régénération a partir de cals embryogénes de pddatee.

3.1.1. Effet de différentes séquences de milieux

Des fragments de cals embryogénes des cv Zho etFRagare 11A) ont été repiqués
sur le milieu d'entretien contenant 10 uM de 2,401 uM de BAP pour stimuler leur
croissance. lls ont ensuite été mis sur le milieu ptématuration sans régulateurs de
croissance avant d’étre transférés sur différenteur de maturation afin de favoriser le

développement des embryons somatiques (Figure 1&B),germination (Figure 11C) et leur
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conversion en plantes (Figure 11D). Pour suivrgrecessus de maturation, nous avons
distingué trois grands stades de développemergrdbsyons somatiques (Figure 11B) :
» Des embryons rouges de petite taille au stade wbwu en début du stade
cordiforme.
» Des embryons verts de petite taille avec une pdéfgession bien visible au
niveau du pble apical. Il s’agit de la fin du staglebulaire ou du début du
stade torpille.

« Des embryons verts de grande taille et creux cooregant a la fin du stade

torille ou au stade cotylédonaire.

Figure 11: différentes étapes de la régénérationgartir de cals embryogénes. Aspect des
cals (fleche) (A) Embryons de différentes taillesB) embryons trés avancés (C) et plantes
développées (D). Embryons petits rouges (a) ; petiverts (b) et grands verts (c).
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Dans un premier temps, nous avons suivi la vanatio nombre de différents types
d’embryons pendant les quatre semaines qui oni sitransfert des cals du milieu de
prématuration vers les différents milieux de matara

Chez le cv 865, on observe une réduction rapideotiobre d’embryons rouges sur le
milieu Ao 4Bos ou le nombre moyen passe de 25,66 a 6,5 par gr@~12A). Dans les
autres milieux, la réduction est moins importanteca par exemple, de 25 a 20 sur le milieu
ABA4. Les milieux DK et ABA1,5 constituent une ext®n dans la mesure ou le nombre
d’embryons développés augmente.

Le nombre d’embryons verts de petite taille diminerre la premiere et la deuxiéme
semaine pour tous les milieux testés (Figure 1Z&Btte diminution est suivie par une
augmentation qui culmine a 9,21 ; 7,14 et 6,93 gois/cal, respectivement pour ABA2,5 ;
ABAl1,5 et ABA4 a la troisieme semaine, alors quaurptes autres milieux le nombre
d’embryons formés se stabilise ou diminue légérémen

Le nombre deembryons verts de grande taille augmente a pagtifadpremiere
semaine jusqu'a 1a®3° semaine pour tous les milieux testés (Figure 12E)milieu DK
présente la plus grande augmentation avec 5,87yemdical, suivi par les milieux ABA4 et
T avec respectivement 3 et 2,50 embryons par cal.

Chez le cv Zho, le nombre d’embryons globulairagyes développés par cal diminue
rapidement entre la premiere et la deuxieme senyzone tous les milieux testés (Figure.
12B). Par exemple, pour le milieu ABA4, le nomlsfembryons passe de 38,74 & 18,94
embryons/cal. La chute se ralentie par la suite stinimum est atteint a la troisieme semaine
a I'exception des milieux T et DK oU la réductienstabilise a la%'®semaine.

Concernant les petits embryons verts, leur nomhbigamante pour le cv Zho pour
atteindre un maximum a la troisieme semaine apmsrdpiquage (Figure 12D).
L’augmentation la plus nette est observée avecilieum, sBo s, OU le nombre passe de 23 a
38,57 embryons/cal, suivie par le milieu ABA4 @irlombre atteint 30 embryons/cal a la
4°™ semaine. Les plus faibles augmentations sont wbsersur les milieux ABA2.5 et ABA-
G1l.

Des embryons verts de grande taille correspondalat fin du stade torpéde ou
cotylédonaire apparaissent sur le milieu de matmagFigure 12F). Chez le cv Zho, le
nombre de ces embryons augmente régulierement gii@imdre un maximum a la troisieme
semaine. Les milieux &Bos ABAL.5 et ABA2.5 montrent la plus forte augmentati€hez

Ao 4Bosle nombre passe de 1,85 a 9,22 embryons/cal.
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Figure 12 : Evolution du nombre moyen d’embryons smatiques par fragment de cal en
fonction du temps. A : embryons rouges de petite ilike, cv 865 ; B : embryons rouges cv
Zho ; C : embryons verts de petite taille, cv 865D : embryons verts de petite taille, cv
Zho ; E : embryons verts de grande taille, cv 865t & : embryons verts de grande taille,
cv Zho.
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L’étude de I'évolution du nombre d’embryons en fiome du temps a montré que la
plupart des milieux présentent un optimum &% 8emaine. Ces résultat nous ont amenés a
a considérer le nombre d’embryons obtenus £Tasemaine pour comparer l'efficacité des
milieux. Nous avons déterminé I'effet du milieugéinotype par I'utilisation de I'analyse de la
variance.

Chez cv 865, les milieux &Bo s et T donnent le plus petit nombre d’embryons rguge
(Tableau 11). Le nombre de petits embryons vettssiggaificativement supérieur dans le
milieu ABA2.5 par rapport a celui obtenu dans leiemx dépouvus d’ABA. Les milieux
ABA4 et ABAL.5 sont intermédiaires. Il n’y a pas diéérence significative pour le nombre
d’embryons verts de grande taille.

Chez le cv Zho, il n'y a pas de différence sigrifice entre les milieux pour le
nombre d’embryons rouges et verts de grande t@idbleau 12). Pour les petits embryons
verts, le milieu A/Bos présente des résultats significativement supérigar rapport aux

autres milieux a I'exception du milieu T (sansui@geurs) qui reste intermédiaire.

Tableau 11: Effet de la composition du milieu denaturation sur le nombre
d’embryons somatiques produits par les cals embry@mes chez le cv 865 apres 3
semaines de culture.

milieux Embryons Petits Grands
rouges embryons embryons
verts verts
T 6,57 e 1,79 b 250 a
Ao.4Bo 7,40 de 240 b 1,07 a
DK 26,87 a 2,07 b 587 a
ABA1.5 22,86 ab 7,14 ab 0,50 a
ABA2.5 20,57 abc 9,21 a 247 a
ABA4 20,87 abc 6,93 ab 3,00 a
ABAGA1 26,29 a 157 b 1,14 a
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Tableau 12 : Effet de la composition du milieu denaturation sur le nombre
d’embryons somatiques produits par les cals embry@mes chez la variété Zho
apres 3 semaines de culture.

milieux Embryons Petits embryons Grands
rouges verts embryons verts

T 9,23 cde 29,78 ab 7,92 ab
A0,4BO,E 7,74 de 38,57 a 9,23 a

DK 17,72 abcde 24,58 bc 3,36 abc
ABA1.5 10,17 cde 22,17 bcde 8,26 ab
ABA2.5 13,18 bcde 12,32 cdef 5,82 abc
ABA4 15,86 abcde 23,83 bcd 4,22 abc
ABA4 GA1 19,23 abcd 9,94 def 4,31 abc

3.1.2. Effet du milieu de germination des embryons

Apres 5 semaines de culture sur le milieu de rasitur, des fragments qui portent des
embryons développés et qui ne présentent pas d®seésont repiqués dans des tubes.

Dans le but d’étudier I'effet du milieu sur la cemsion des embryons en plantules
enracinées, nous avons testé 3 types de milieux.

Nous avons calculé le pourcentage d’embryons ptéseun développement a la fois
de la partie racinaire du bourgeon apical et ierpentage d’embryons donnant des plantules
enracinées par rapport a I'ensemble des embry@exigtants sur le fragment.

Chez Zho (Figure 13A), c’est le milieu K1 qui a dénle meilleur pourcentage de
conversion en plantules (3,9 %) par rapport auxeoml G1 (1,9 %) et MS (1,4 %). Par
contre, les pourcentages de conversion chez latea8o5 (Figure 13B) varient entre 14,4 et
18,25 % et la comparaison des erreurs standardsrenguiils ne sont pas significativement

différents.
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Figure 13 : Effet du milieu de germination sur la onversion des embryons en plantules
enracinées 15 jours apres le repiquage. A : cv ZhB8.: cv 865.

3.2.Régénération a partir de suspensions cellulaires

La régénération a partir de suspensions cellulasesin processus tres complexe qui a
nécessité, comme pour les cals, au moins troistgipemilieux : un milieu de prématuration,
un milieu de maturation et un milieu de germinatilenconversion en plantules.

La suspension cellulaire qui est étalée sur unemitiolide favorable est constituée,
comme ce qui a été décrit précédemment, par unrdrsel’agrégats cellulaires embryogénes
présentant une partie blanche molle ou mucilagmetisine partie rouge chez cv Zho (Figure
14A). Chez cv 865, la couleur rouge peut parforservau jaune. Un mois apres I'étalement,
ces agrégats augmentent de taille et se couvremitiyons du stade globulaire au stade
cordiforme, formant ainsi des paquets d’embryonsges et verts (Figure 14B). Les
embryons continuent a se développer et deviennenplas en plus verts (Figure 14C).
Certains évoluent vers les stades avances etdilgr devient plus importante. lls présentent

alors une forme trés allongée et tubulaire (figl4D).
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Figure 14 : Evolution des agrégats cellulaires emlgogenes apres étalement de la
suspension cellulaire sur des séquences de miliesolides de régénération solides. A :
juste aprées I'étalement de la suspension cellulaiu cv Zho sur milieu Ay 4Bo 5. B: aprés
trois semaines de culture. C: aprés 6 semaines. @nbryons développés.

Les premiéres expériences visant la régénératpmarta de suspensions cellulaires ont
été réalisées avec trois milieux : le milieg /Bos . déja utilisé chez le bananier, le milieu
ABA1,5 comprenant 1,5 mg/L d’ABA et le milieu VM3@épourvu de régulateurs de
croissance. Les agrégats étalés sur les 3 milieobuént et forment des embryons globulaires
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rouges puis verts. Nos premiéres observations emntue les milieux ABos et ABAL,5
présentent les paquets d’embryons les plus dévédsppvec un grand nombre d’embryons
verts. Le milieu VM30 présente des paquets moéwekbppees. En plus, des nécroses et des
tissus non embryogénes ont tendance a envahiplesskcontenant le milieu sans régulateurs
de croissance.

Les milieux ABAL,5 et ABos favorisent donc davantage la régénération paoorap
au milieu VM30. Cependant, les embryons ne se pastdéveloppés en plantules dans ces
milieux. Les boites non repiquées montrent des asésr accompagnées d’oxydations
aboutissant a la mort des paquets d’embryons.

Dans le but de maitriser la conversion des embrgarfdantes, nous avons repiqué les
touffes embryonnaires développées sur les miliegBébs (bananier) et ABA1,5 (ABA a 1,5
mg/L), sur un ensemble de milieux de maturaticanawe les transférer dans un milieu final
de germination en tubes. Nous avons remarqué uslaiipement spectaculaire des embryons
lorsque les touffes provenant du milieg4Bo 5 sont repiquées sur un milieu comprenant de
I'acide abscissique (Figure 15).

Le tableau 13 présente un ensemble de séquenceslidax qui ont permis un
développement important des embryons et leur éeol@n plantes. La meilleure conversion
en plantes chez le cv Zho est obtenue sur les uril®®BA2 et ABA4 pour les touffes
embryonnaires provenant du miliew 805 avec respectivement 3,23 et 1,47 plantes par
touffe. Le milieu ABA4 donne aussi la meilleure gersion chez cv 865 avec 1,2 plantes
par touffe. Les touffes repiquées du milieu ABAYérs le milieu A 4Bos donnent des
nombres de plantes de 0,6 et 0,22 respectivemant §&b et Zho. Les autres séquences
dépourvues d’ABA ont donné un taux de conversiars phible. Les touffes présentant des
embryons développés grossissent davantage lorsgaoint transférés sur un milieu sans
régulateurs de croissance ou sur un milieu contenae faible concentration en kinétine

(Figure 16 A), et les embryons se développent ante$ entiéres (Figure 16 B).

98



Figure 15: Comparaison de I'aspect des suspensio@tlées de Zho sur quatre milieux
de maturation aprés prématuration sur le milieu A 4Bo s
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Tableau 13 : Effet des milieux d’étalement et de maration sur le nombre moyen
de plantes obtenues par agrégat cellulaire embryeége

Milieu milieu de

VARIETE d’étalement maturation Moyenne
A B Ao By 0,6 +0,4
865 0.4=0,5 ABA4 1,2+0,8
ABA 1,5 Ao.Bo.: 0,9+0,3
Ao By 0,36 + 0,15
Ao Bos ABA2 323+1,1
Zho ABA4 1,47 +0,48
ABA1,5 Ao..Bo s 0,22 +0,17
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Figure 16: paquets d’embryons trés développés apreéspiquage en tubes (A) et
développement en plantes entieres (B).
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3.2.1. Autres séquences de milieux de régénération

Dans le but de mieux maitriser la régénérationrfirpie suspensions cellulaires, nous
avons testé d’'autres séquences de milieux. Cettie & été réalisée uniquement avec le cv
865 en raison de la disponibilité du matériel vah@dous avons testé les mémes milieux déja
utilisés pour les cals.

Le nombre d’embryons globulaires rouges diminueeela premiére et la quatrieme
semaine pour la plupart des milieux testés (Fiduid). Par exemple, ce nombre passe de
22,28 a 12,53 pour le milieu ABA2.5 et de 16,38,237pour ABA4. Deux milieux font
I'exception : le milieu DK ou le nombre augmente2de44 a 40 embryons entre la premiere
et la deuxieme semaine pour se stabiliser parita stile milieu ABA-G1 qui permet une
|égere augmentation (10,36 a 14,72 embryons).

Le nombre de petits embryons verts (Figure 17@jrante et atteint un optimum a la
troisieme semaine avant de chuter a la quatriemaise. Les plus fortes augmentations sont
enregistrées avec les milieux contenant I'acidiaique seul. Ainsi, le nombre d’embryons
passe de 0,25 a 9,71 et de 1,23 a 8,46 respectivgmer les milieux ABA2.5 et ABAL.5.

Le nombre d’embryons développés (Figure 17C) auggnanpartir de la premiére
semaine pour tous les milieux testés et le maxinegtatteint a la quatrieme semaine pour
tous les milieux a l'exception du milieu ABA4. Legslus fortes augmentations sont
enregistrées pour ABA1,5 (0 a 4,5), ABA2,5 (0 e03 .4t ABA4 (0 a 2,65).

L’'analyse de la variance appliqguée au nombre dé&erdifts types d’embryons
somatiques aprés 3 semaines de culture montreegD& Iprésente un nombre d’embryons
rouges (36,04) significativement plus élevé papaat aux autres milieux (Tableau 14). Le
milieu ABA2,5 donne un nombre de petits embryongsvee 9,71 significativement supérieur
par rapport a tous les milieux dépourvus d’ABAn’Y a pas de différence significative avec
entre ABA1,5 et 2,5. De méme, le milieu ABA4 dorurenombre de grands embryons verts
avec une moyenne de 3,42, significativement supépar rapport aux milieux dépourvus
d’ABA, ou le nombre d’embryons développés ne dépamss 1. Cependant, il n'y a pas de
différence significative entre le nombre d’embrysosatiques par touffe pour les différentes

concentrations d’ABA.
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865.
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Tableau 14 : Effet de la composition du milieu denaturation sur le nombre
d’embryons somatiques produits par les agrégats dalaires issus de suspensions
cellulaires apres 3 semaines de culture.

Milieux Embryons Embryons verts petits Embryons verts
rouges grands
T 8,04 b 3,44 c 1,00 cb
A0,4BO,E 6,70 b 0,96 c 0,48 c
DK 36,04 a 4,24 cb 0,00 c
ABA1.5 13,62 b 8,46 ba 3,00 ba
ABA2.5 16,29 b 9,71 a 1,50 cba
ABA4 13,42 b 5,27 cha 3,42 a
ABA GAl 14,88 b 3,48 ¢ 0,44 c

3.3. Détermination du niveau de ploidie

Le niveau de ploidie de plantes régénérées a é&entdéé par la comparaison de la
position des pics dominants correspondant aux nogax phases GO0-G1 du cycle cellulaire
pour les plantes dérivant d’'embryons somatiquéssdignées parentales. L'analyse a montré
gue le pic dominant de la lignée parentale cv Zhd kbcalisé au canal 83, et I'échantillon de
50 clones dérivant d’embryons somatiques qui &éaéniné avait des pics variant entre 80 et
85 donnant une valeur moyenne de 82.5 * 0.6 (Tabldég. Cette valeur moyenne était
pratiguement identique a celle de la plante ténemirtenant compte de la valeur élevée du
coefficient de variation oscillant entre 4,3 et%,3Par conséquent, le niveau de ploidie des
plants dérivant d’embryons somatiques pouvait étmesidéré comme identique au niveau

hexaploide (6x) de la plante témoin de patate elouc
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Tableau 15: estimation du niveau de ploidie pourm échantillon de 10 clones de
patate douce cv Zho dérivant de I'embryogenese somigue. La valeur moyenne
du pic dominant d’'un échantillon de 50 clones anabkgs a été estimée a 82,5 £ 0,6,
la valeur de la plante témoin cv Zho étant au cana@3+0,56.

Clones dérivant Ligne E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10
d’embryons témoin
cv Zho

Pics Dominants de
noyaux (Go/G1)

N° canal 83 85 82 81 80 82 84 80 85 80 81
Coefficient de
variation 5.6 6.2 4.3 5.5 6.3 45 6.5 5.5 5.3 6.1 5.3

(%)
Niveau de ploidie
(X) 6X 6X 6X 6X 6X 6X 6X 6X 6X 6X 6X

3.4.Discussion

Dans ce travail, nous avons déterminé la séquemceiliteux de culture favorisant la
maturation des embryons somatiques au niveau dbs atades agrégats cellulaires
embryogénes pour améliorer leur conversion en @anEn effet, la germination des
embryons somatiques est fonction de leur état deritéa (Cavalcante-Alves, 1996). Nous
avons testé plusieurs milieux de culture qui déférpar leur composition en régulateurs de
croissance. Nos résultats confirment les difficilténcontrées dans le développement des
embryons somatiques et leur évolution vers lesestaaVancés. En effet, pour plusieurs
auteurs, le taux de conversion en plantes eseféibdavalcante Alves, 1996 ; Sim et Cardosa,
2005). Cette difficulté est a 'origine de la grandiversité des milieux de maturation signalés
dans la bibliographie. Les embryons somatiquesnoistelans certains travaux ont montré des
anomalies structurales qui ont empéché leur coirersn plantes (Padmanabhan et al.,
1998a et 1998Db).

Le repiquage des cultures (cals ou suspensioasg@s sur les milieux de maturation
aboutit a une diminution du nombre d’embryons glalves rouges qui évoluent en embryons
verts. Le nombre de ces derniers augmente poumdrieeun optimum a la troisieme semaine.

Par la suite, il y a une chute due a la prolifératinarchique et une nécrose des embryons, et
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aussi a la formation de cals non embryogenes demairees cultures. Des augmentations du
nombre d’embryons globulaires observés sur certaiiieux montrent que ces milieux
favorisent la prolifération du cal et la formatida nouveaux embryons globulaires.

Nous avons réussi a régénérer des plantes enéigpastir des cals embryogénes de
tous les clones aptes a 'embryogenése somatique.

La diminution ou [l'élimination des auxines syntlés était nécessaire a la
régénération mais cette condition n’était pasisarfite pour obtenir un taux de régénération
plus important. D’autres régulateurs de croissasoat nécessaires pour stimuler la
maturation. Le développement et la maturation debrgons somatiques nécessitent, chez
plusieurs espéces, une stimulation par différedtmulateurs de croissance (Zimmerman,
1993). Le milieu DK (Cavalcante-Alves, 1996) a eu effet favorable pour cv 865 et le
milieu Ag 4Bo s pour cv Zho. Les milieux contenant de I'acide &sque ont aussi donné les
résultats intéressants, ce qui confirme I'effetdii@ue de ce régulateur de croissance signalé
dans plusieurs travaux (Zheng et al., 1996; Dhal.et1998 ; Sim et Cardosa, 2005).

Cependant, La régénération a partir de cals embnggy présente beaucoup de
difficultés. En effet, en plus de leur croissaremté et leur entretien difficile, les fragments de
cals présentent beaucoup d’irrégularité et de waniadans leur réponse aux milieux de
régénération ce qui explique les différences ngniicatives observées dans ces expériences.
Cette diversité serait due a la présence deszbégrogénes au sein du cal qui répondent
différemment lorsqu’elles sont réparties dans léeuox de régénération.

Concernant les suspensions cellulaires, la régéogra été réeussie a la fois chez 865
et Zho avec des moyennes qui dépassent 3 embrgorgEgat cellulaire.

Le milieu Av4Bos (AIA 0,4 et BAP 0,5 mg/L) a eu un effet favoralder la
régénération dans la premiere phase et a stimutiveloppement et le verdissement des
embryons. Ce milieu a été montré efficace pourégénération chez le bananier (Guédira,
2006). Ce résultat semble indiquer que, malgréit@ement sur le plan systématique, il y a
des mécanismes sous jacents communs au niveantdgyjogenese somatique des plantes.

Comme pour les cals, l'acide abscissique a eufehl@néfique sur la maturation des
embryons issus de suspensions cellulaires. Sohatféz les suspensions est plus évident et
plus tranché par rapport a la régénération a padeticals. Cette stimulation de la maturation
par 'ABA a été signalée par plusieurs auteursn(8t Cardosa, 2005 ; Otani et Shimada,
1996 ; Dhir et al., 1998 ; Torres et al., 2001gflicacité de 'ABA semble conditionnée a la
fois par la dose et le moment d’application. Unienilde maturation avec ABA est plus

efficace apres une phase de prématuration. D'afwaes et al. (2001), la stimulation de la
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maturation par I'acide abscissique est meilleuredo'’il est appliqué 7 jours aprés un milieu
dépourvu de régulateurs de croissance. Des étuggaémentaires sont nécessaires pour
déterminer a la fois la concentration et le monaéapplication optimaux.

Les suspensions cellulaires ont montré beaucoapadtages par rapport aux cals
multipliés en milieu solide. Leur taux de proliféom est plus important par rapport aux cals
multipliés en milieu solide. L'abondance des agtegellulaires dans le milieu liquide, leur
taille fine, leur homogénéité et leur contact éteniec les composants du milieu permettent
une réponse a la fois plus rapide et plus homoggire,rendement en plantules obtenues est
beaucoup plus élevé par rapport aux résultats obt@martir des cals. Ce rendement peut étre
amélioré en travaillant encore davantage sur lggesies de milieu de régénération.

En considérant que la boite de pétri contient egemoe 40 agrégats, la moyenne par
boite est donc de 120 embryons, provenant de 0,5delvolume cellulaire qui a été
initialement étalé sur le milieu solide. Par consy, a partir d’un millilitre mL de volume
cellulaire, on espere potentiellement obtenir 24nhtples. Il s’avere donc que le milieu
liquide est plus avantageux.

Les plants dérivant d’embryons somatiques sembigmétiquement stables et
similaires aux plants parentaux hexaploides erasari sur leur apparence morphologique et
leur niveau de ploidie déterminé par cytométridlex (Sgorbati et al., 1986; Sihachakr et
Ducreux, 1993; Srisuwan et al., 2006). Cette stabgéenétique peut étre expliquée par
I'organisation méristématique de I'explant init@lla durée limitée de la phase cal.

Une évaluation et des analyses supplémentairescyi@rement dans les conditions
de champ, sont nécessaires pour confirmer la coitéret la stabilité génétique pour les
plants régénérés par embryogenese somatique clpeaiée douce. Bien entendu, il faudra
aussi étendre les analyses a des plants issusplensions cellulaires.

Malgré le fait que la réponse embryogéne a éténabteen appliquant le protocole
développé dans ce travail, des études supplémesntaimt nécessaires pour optimiser les
conditions de nutrition et de culture dans le bidbtenir un rendement maximum de
conversion en plantes et aussi d’étendre ce pri@a@érimental a d’autres génotypes de

patate douce.
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4. Transformation par Agrobacterium
4.1. Transformation par Agrobacterium tumefacien€58C1 (GV2260).

L’objectif de ce travail est la détermination desditions optimales pour la coculture et
I'infection. Pour cela, trois types d’explants a#te testés ; des morceaux de pétiole, des
morceaux d’entrenoeuds et des noeuds ébourgeonmeds.eXpériences préliminaires ont
prouvé que seuls les nceuds €bourgeonnés sont esypEblégénérer rapidement sans phase
callogene. Ces explants ont été infectés par larsolC58C1 (GV2260).

Tableau 16 : Pourcentage d’explants ayant régénémes bourgeons pour 3 types
d’explants en présence et en absence de kanamycierite a linfection par
C58C1 (GV2260).

Cultivar 953 90 Duclos 11 Zho
Explant Kan Sans Kan Sans Kan Sans Kan Sans
Bourgeons
44,33 +15,2 89 +4,62 50 70 34+£19 94+15 0 73
Neceuds verts
ébourgeonnés| Bourgeons
) 49 £13,2 0 17 0 535+115 0 0 0
jaunes
Bourgeons
Entre-noeuds 1,33+1,33 1,33+1,33 0 0 4+4 0 0 0
verts
) Bourgeons
Pétiole 0 0 0 0 0 0 0 0
verts

Chez tous les génotypes étudiés, Les morceaux ti@epént donné un taux de
régénération de 0 % aussi bien en présence aivsence de kanamycine (tableau 16). La
régénération des entre- nceuds est nulle pour @t 80 Zho et reste tres faible pour cv 953
avec 1,33% avec ou sans kanamycine. Tous les lmsgetgénérés sont apparemment
normaux et de couleur verte. Pour le cv Duclodd 1aux est nul en présence de kanamycine
et de 4% en son absence. Par contre, pour les nébodsgeonnés (Figure 18A), le taux
moyen de régénération est de 56,2% pour tous milkeanfondus, avec en moyenne 31% et
81,5% respectivement en présence et en absenandmicine. Les bourgeons obtenus ont
une apparence morphologique normale mais sont déewojaune ou verte. Tous les
bougeons jaunes ont été régénérés en présencendey@ne (Figure 18C), alors que la
majorité (78,8%) des bourgeons verts (Figure 18@¢mus proviennent du milieu dépourvu

de kanamycine. En présence de kanamycine, les émsgverts représentent 28,2% des
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bourgeons régénérés a partir de la culture de né&hmsgeonnés. Seul le cv Zho n’a pas
régénéré de bourgeons en présence de kanamyditea(td 6).

Etant donné leur capacité de régénération élewess s noeuds ébourgeonnés ont
éte utilisés dans les expériences ultérieures.

Les plantes vertes régénérées ont été testées daacter d’éventuelles plantes
transgéniques. Cependant, les résultats obtenusntétambigus et contradictoires. Par
conséquent, nous avons abandonné cette souchetdadat nous I'avons remplacée par une
autre souche é&grobacterium tumefaciertvV3101—pTHW136.
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Figure 18 : développement des nceuds ébourgeonné&ngant la transformation
par Agrobacterium A : noeuds €ébourgeonnés mis en culture. B : début  d’évolution
des I'explant avec émission de racines. C : bourge®blancs sensibles développés en
présence de kanamycine. D : bourgeons verts dévejs en absence de kanamycine.
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4.1.1. transformation avec la souche GV3101—pTHW136

Le principal probléeme qui s’est posé avec cettevalbel souche est sa résistance a
I'antibiotique, céfotaxime, que nous avons util@ir éliminer la bactérie apres la coculture.
Malgré I'augmentation de la concentration de céfiot@ jusqu’a 500mg/L, I'éradication de
la bactérie reste problématique et inefficace. himgus avons par la suite utilisé le timentin a
500mg/L qui s’est montré plus efficace mais quiassitte de nombreux repiquages pour
diminuer la concentration des bactéries et faciléar éradication.

Pour cette expérience, nous avons travaillé unigm¢ravec le milieu dépourvu de
kanamycine et nous avons modifié Iégérement lopote expérimental. La concentration de
la suspension bactérienne est diluée de maniéogeaioune Do entre 0,4 et 0,6. Les explants

sont placés plus longtemps dans la suspensionrigacté pendant 30 mn.

Tableau 17: résultats de la régénération de bourgaes a partir de nceuds
ébourgeonnés témoins ou infectés du cultivar Zhoung13.

Nombre Igombre de Pourcentage de
, ourgeons DR
d’explants ISAA régénération
régéenerés
Témoin 62 40 64,33 £ 9,56
inoculés 437 108 25,44 + 8,54

Le taux de régénération est de 25,44 % pour leketgoinoculés contre 64,33 % pour
les témoins (Tableau 17). Le contact avec la smiutbactérienne pendant une durée
relativement longue semble avoir un effet défavierahr la régénération.

Un échantillon de 44 clones régénérés a été soaunisst Gus et a I'étude par PCR
afin de détecter la présence des transgenes. Basnpilantes testées, deux se sont avérées a
la fois positives pour GUS et la biologie molécrédgiFigure 19).

Le test a la kanamycine n'a pas pu étre réalisérdne a cause des infections
généralisées qui sévissaient au laboratoire etngliheureusement occasionnaient des pertes

considérables en matériels expérimentaux obtenus.
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123456TB lkb

GusInt
(530bp)

npTII
(700bp)

Figure 19 : Révélation sur gel d’agarose des séqumas Gusint et NPTl amplifiées par
PCR chez les clones transformés (1 a 6), témoingadif (T) et témoin positif. (B).
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4.1.2. transformation avec Agrobacterium tumefacienstrain C58C1RIifR
(pGV2260)

La souche bactérienne utilisée pour ce travail & aetnstruite au laboratoire de
Gembloux. Il s’agit de la souche C58C1R{pGV2260) dAgrobacterium tumefacien&lle
porte le vecteur de transformation pBECKS19 détivde pBinl9. La cassette de
transformation contient le géne nptll qui conféaerésistance a la kanamycine chez les
plantes transformées ainsi qu’un site multiple d@ageQ pour I'insertion d’'un géene placé
sous le contréle du promoteur 35S du CaMV35 (figlireDans le cas de notre souche, la
construction s’appelle pB19YAXTR12.6 et porte lengécodant pour une protéine PVY
portant des mutations au domaine AX (384-390). Baega subi une mutagenése dirigée

donnant la double mutation pzpolpvymutax. Les nomatont donné les effets suivants :

Mutation K389 : 1176 AAG— AAC
Mutations R385, R387, R388 1164 AGAACAAGAAGG AACACAAACAAC

La transformation génétique a aussi été tentée lavieactérie C58CI1Rif (pGV2260)
portant le plasmide pBECKS19.6 développé a Gembl@explasmide porte le gene nptll et
un gene muté de PVY polymerase. Un total de 240tgda a été régénéré a partir de nceuds
ébourgeonnés infectés. Cependant, aucune de cetelae s'est avérée résistante a la
kanamycine. En conséquence, il nous a été inutilmener des analyses moléculaires de ces

plantes

4.2.Discussion

Cette manipulation avait pour but I'insertion denge de résistance au complexe de
potyvirus au sein du génome de la patate doucéhourzangl3. Nous avons travaillé dans un
premier temps avec des bactéries comprenant ungntedes genes marqueurs afin de
maitriser la technigue. Nous avons tenté quelquasipulations avec des cals embryogéenes
mais nous avons été confrontés a deux problemasipaiux : des difficultés au niveau de
I'élimination des bactéries aprés la coculture et taux particulierement faible de
régénération en particulier au cours de la phas®aenencement de nos travaux.

La technique utilisant les noeuds ébourgeonnés avgsée initialement rapide, pratique
et efficace. En effet, ces explants sont trés dacd manipuler et la régénération a été trés
rapide. Cette technique nous a permis de régédéwrplantes dont le caractere transgénique
a éeté confirmé par le test Gus et par la biolog@épulaire. C'est donc une technique tres

prometteuse qui présente encore beaucoup de pivdsidiamélioration comme par exemple
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I'utilisation de l'acétosyringone, dont I'effet faxable a la transgénese a été montré dans
plusieurs travaux (Otani et Shimada, 2002).

Parallelement, nous avons développé un protocaldefiet efficace de suspensions
cellulaires et maitrisé la régénération de plantes suspensions cellulaires présentent un
matériel végétal intéressant avec un potentiel napbd pour la réalisation de la
transformation génétique visgrobacterium

En effet, les suspensions cellulaires ont une saoise rapide, une capacité de
régénération importante. De plus, les élémentdeaguconstituent sont de petite taille offrant
ainsi une surface de contact plus importante pagrdinfection. Ces suspensions cellulaires
ont été utilisées avec succes par Min et al. (2@0&)u et al. (2007) pour la régénération de

plantes transgéniques.

114



ANCLESON A ERAEETPRRSYCTIE



CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

L’amélioration génétique classique de la patatecdqarésente beaucoup de difficultés
liées, entre autres, a son état hexaploide et preblemes d’incompatibilité et de stérilité. La
résolution des problemes épineux que rencontree agitture comme le complexe des
potyvirus nécessite le recours aux méthodes mosledse biotechnologie qui peuvent
accélérer et rendre I'amélioration plus efficace.

Notre premier objectif, dans ce travail, était daitnser les différentes étapes de
I'embryogenese somatique pour plusieurs variétgsatite douce.

Nous avons opté des le départ pour les bourgeamsneoexplant initial. Ce choix
était dicté par les nombreuses réussites réali@ées cet explant. Des milliers d’explants
appartenant a six variétés ont ainsi été ensemenrédifférents milieux de culture afin de
déterminer les conditions de culture optimales pobtention de cals embryogenes.

Parmi les six variétés testées, deux ont donnécdls embryogenes de maniere
répétitive avec des pourcentages de réussite aaaisies 14%. Il s’agit des variétés Zho et
865. La variété 90 a donné un nombre tres réduitatke alors que les trois restantes se sont
montrées récalcitrantes malgré I'utilisation despurs milieux. Donc, comme pour d’autres
travaux, le facteur génotype reste déterminantestitue une limite en vue de I'utilisation de
ces technigues pour I'amélioration. Cependantedsdtriere n’est pas infranchissable puisque
I'expérience a prouvé que l'effet du génotype pé&we surmonté par la modification des
conditions de culture ou par des traitements pditis du matériel végétal source d’explants.

A part le génotype, deux autres facteurs se somitné® déterminants. Il s’agit tout
d’abord du type d’auxine : le 2,4,5T a 5 uM et ilelggame a 10 uM se sont montrés les plus
efficaces et ont davantage favorisé l'induction dat embryogenes que le 2,4D qui est
l'auxine la plus utilisée dans ce domaine. L'auteteur qui a eu un effet significatif est
'agent gélifiant. En effet, 'agar a 7 g/L a donmies pourcentages significativement
supérieurs par rapport au gelrite a 3 g/L. Ce tasujui a été obtenu avec les concentrations
les plus utilisées dans les travaux similaireserasapprofondir par la comparaison d’autres
concentrations d’agents gélifiants.

Le résultat optimal au niveau de l'induction déscambryogenes a donc été obtenu
pour les variétés Zho et 865 sur un milieu sokd#vec I'agar a 7 g/L et comprenant 5 uM de
2,4,5T.
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L’explant placé sur un tel milieu a tendance aaeflgr et a devenir mucilagineux. Au
sein de cette masse mucilagineuse se forment desesx@ompactes nodulaires dont la
couleur varie suivant les génotypes. Ces masseé$aotement embryogéenes.

L’entretien de ces cals embryogénes nécessite el@iguages fréquents sur des
milieux d’entretien qui comprennent des concerdretien auxines synthétiques similaires a
celles des milieux d’induction. lls donnent alors grandes masses de cals embryogénes
comprenant deux parties : une mucilagineuse efréaxompacte nodulaire.

Nos moyens techniques n’ont pas permis de fairavdesires précises du rythme de
croissance, mais nous avons constaté que cettsanae est trés lente. En plus, les cals sont
constamment menacés par les nécroses et des zenealsdfriables non embryogénes a
croissance trés rapide qui risquent de se propageenvahir complétement les cals
embryogenes. Ces zones doivent étre éliminées queh@piquage pour éviter la perte des
cals embryogénes.

Malgré ces difficultés, nous avons pu entretenis @als embryogenes pendant
plusieurs mois voire plusieurs années dont certans perte de leur capacité embryogene.

Notre deuxiéme objectif était la mise en place ulpsensions cellulaires embryogenes
en milieu liquide agité.

L'ensemencement de fragments de cals embryogenesnibau liquide agité
comprenant 5 UM de 2,4D a permis une mise en piagiEle de suspensions cellulaires
embryogenes. Ces suspensions sont caractériséas patieu a aspect limpide dans lequel
baignent des petits agrégats cellulaires. L’étut#ologique de ces agrégats montre des
cellules petites et isodiamétriques réparties arx dmatégories : des cellules vacuolisées au
centre (partie blanche) et des cellules a cytoptaabondant et granuleux avec un gros noyau
central (partie périphérique rouge ou jaune). Genidres présentent donc les caractéristiques
des cellules embryonnaires.

L’entretien des suspensions embryogenes demandedagade précautions, mais leur
croissance est beaucoup plus rapide que celle diss et les agrégats paraissent tres
homogenes a part des différences de taille quiesritance a s’estomper avec les repiquages.
Le contact plus étroit des composants du milieaiseesponsable a la fois de la rapidité de
croissance et 'homogénéité.

Nous avons réalisé une étude a petite échelle denéique de croissance d'une
suspension cellulaire de 865. La courbe obtenusepté une forme sigmoide classique avec

une phase exponentielle qui dure environ 4 a Sasems.
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Le risque le plus important pour les suspensionsrgagenes est I'envahissement par
des cellules non embryogénes a croissance ragidm tésulte des suspensions troubles
jaunes a brunes tres denses ayant perdu défingereur pouvoir embryogene. Le
repiquage régulier et la filtration permet d’évie phénomene. Ainsi, la majorité de nos
souches ont été entretenues et préservées pemgsiatips mois.

Les cals et les suspensions embryogénes obtenngeshevy Zho et 865 ont été utilisés
pour la régénération qui est [&"3objectif.

La régéneération des plantules est un processusildiffjui requiert plusieurs étapes et
un ensemble de traitements hormonaux. Nous avossira régénération, dans notre travalil,
a la fois a partir de cals et a partir de susp@ssiellulaires embryogénes. Dans les deux cas,
la régénération exige au minimum trois étapes. Dapsemiere étape dite de prématuration,
il est nécessaire de diminuer ou éliminer l'auxsynthétique. Certains milieux comme
Ao 4Bo s favorisent la formation et le développement debrgons somatiques durant cette
phase. La 2" étape de maturation favorise I'évolution des erabsyvers les stades avancés.
L’acide abscissique joue un rble important duraettec phase. Son effet favorable est
significatif surtout pour les suspensions cell@aigui réagissent de maniere plus homogene.
Les embryons développés sont convertis en plaotsgu'ils sont sur un®3°milieu en tubes.

Nous avons essayeé de réaliser la transformatioétigigie et la régénération de plantes
transgéniques reésistantes aux potyvirus. Notreopode¢ d’origine prévoyait I'utilisation de
cals embryogénes pour cette manipulation. Cepentianmtanque de matériel végétal et les
difficultés de régénération au début de notre tlamaus a obligé a reconsidérer cette
décision.

Nous avons utilisé dans un premier temps des seutAgrobacterium tumefaciens
dont le plasmide porte deux genes marqueurs : Gogtl. Nous avons tenté la transgenése
par coculture avec trois types d’explants: desolg&, des entrenceuds et des nceuds
ébourgeonnés. Ce dernier explant a donné le meilen de régénération et a été sélectionné
pour la majorité des expériences.

Malgré de nombreuses difficultés, nous avons pénéer deux plantes présentant
une réponse positive a la fois au test Gus etreliyge moléculaire par PCR. Ce résultat est
trés prometteur et ouvre la voie a la régénératimndante de plantes transgéniques.

Nous avons réalisé quelques manipulations avecautre souche dAgrobacterium
tumefaciensvéhiculant un gene de résistance aux potyviruss neainombre limité de ces

travaux n’a pas permis la sélection de plantestoamées.
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En perspective, des travaux supplémentaires peywembettre 'amélioration des
résultats obtenus dans ce travail. Il s’agit empee lieu d’augmenter les rendements au cours
de la phase d’induction et surmonter le problemkgediet du génotype. La modification de la
composition du milieu ne semble pas a elle seylalda de résoudre le probleme des variétés
récalcitrantes. Il faut aussi agir sur I'état plojyegique du matériel végétal source d’explants.
Dans notre laboratoire, des travaux sont actueltéran cours dans le but d’essayer d’obtenir
des cals embryogenes en utilisant des explants @siplantes sevrées et placées en serre.
Cette méthode donne déja des résultats promefpeisgu’elle a permis d’obtenir des cals
embryogenes chez 90, Qu et 953 qui sont des variétalcitrantes.

Les suspensions cellulaires montrent déja destaésidatisfaisants chez 865 et Zho
mais il faudra étudier de maniere plus précisdnatijue de croissance et estimer le rythme
de repiquage permettant de les maintenir en phasmentielle.

La régénération a partir de suspensions cellulgmg étre améliorée en essayant
d’autres séquences de milieux et en raccourcis¢ssuwelais entre les repiquages.

L'utilisation de nceuds ébourgeonnés a permis diobtdes plantes transgeniques
confirmées mais en nombre limité. Le rendement etee dechnique peut étre amélioré par
certaines modifications au niveau du protocole dansformation comme ['addition
d’acétosyringone dont I'effet favorable a été p@walans beaucoup de travaux. En revanche,
les résultats réalisés au niveau de I'embryogesesgatique surtout les suspensions offre

aussi un matériel végétal intéressant pour la gemeése.
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ANNEXES

ANNEXE 1 : Composition du milieu de base
Eléments concentration (mg/l)
@
S NH,NO; 1650
= KNO; 1900
% CaCbh.2H,0 440
5 MgSQ,.7H,0 370
g KH,PO; 170
H3BO; 6.2
MnSQ,.4H,0 22.3
*UE) ZnSQ,.4H,0 8.6
GE) Kl 0.83
N NaMOQO,.2H,0 0.25
\g CuSQ.5H,0 0.025
§ CoCh.6H,0 0.025
FeSQ.7H,O 27.8
Na,EDTA 37.3
Panthoténate de Ca 1.0
§ g Myo-inositol 100.0
é S Acide nicotinigue 1.0
g Q Chlorhydrate de pyridoxyne 1.0
> ° Thiamine (B1) 1.0
pH 5,8
Saccharose 30000
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ANNEXE 2: composition des milieux de transformatio

Milieux de culture bactériens

Milieu 2YT Milieu PIL
Milieu Milieu Milieu Milieu
solide liquide solide liquide
Tryptone 1649 1649
Beef extract 0,59 0,59
Yeast extract 19 1lg 0,19 0,19
Peptone 059 0,59
NacCl 500 mg 500 mg
Saccharose 0,29 0,29
Agar 15¢g 15¢g
Eau 95 ml 95 ml 95 ml 95 ml
Streptomycine (mg/L) 200 200
Rifampicine (mg/L) 50 50
Kanamycine (mg/L) 50 50 50 50
pH 7 7 5,6 5,6
Milieux de coculture et de régénération
Pour 500 m| 440 441 442 443 '\’Efo'gq“mige
Macro MS 25 ml 25 ml 25 ml 25 ml 5ml
Micro MS 5ml 5ml 5ml 5ml 1ml
FerEDTA 5ml 5ml 5ml 5 mi Iml
Vit de Morel 1ml 1ml 1ml 1ml 0,2
Saccharose 1049 1049 109 10g 29
Agar 359 359 359 359
Kanamycine (50.10-3) 500 pl 500ul
cefotaxime (100.107%) 1000 pl 1000 pl | 21000 pl
2,4D (107 10 pl 10 pl 10 pl
Kinétine (10-4) 10 pl 10 pl 10 pl
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ANNEXE 3 : analyse moléculaire

Extraction d’ADN total (Kit Dneasy,Qiagen)

1- Prélever les feuilles (100 mg) et les conservesdamglace.

2- Placer le tampon AE et les tampons présentant@egpfiés dans un bain-marie a 65°C.

3- Placer les feuilles dans les tubes Eppendorffs-Bafede 2 mL + 1 bille d’acier, refroidir 2 a 3 mn
avec l'azote liquide, broyage au Dangoumeau, 1 mn.

4-  Ajouter 400 pL de tampon AP1 et broyer au Dangoumgen.

5- Centrifuger 1 mn a 5000 rpm, (centrifugeuse sigmady éliminer les bulles.

6- Ajouter 4 ul de RNase A (100 mg/L), agiter au verte

7- Mettre les Eppendorffs 10 mn au bain-marie a 65RRéhomogéiniser 2 ou 3 fois les tubes en les
retournant.

8- Ajouter 130 pL de tampon AP2. mélanger et laissem=dans la glace.

9- Centrifuger 5 mn a vitesse maximale (15000 rpm).

10- Numéroter les colonnes violettes et y mettre le@ B8 d’échantillon. Centrifuger pendant 2 mn a
vitesse maximale (15000 rpm).

11- Dans de nouveaux tubes Eppendorffs numérotésférandes filtrats obtenus (sans les culots présent
dans les tubes ‘collection’).

12- Ajouter 0,5 volume (225 uL) de tampon AP3 et 1 wadud’éthanol absolu (450 uL). Mélanger (en
pipetant en aller et retour) la solution.

13- Mettre 650 pL du mélange obtenu sur les colonnesd3i (blanches) numérotées.

14- Centrifuger 1 mn a 8000 rpm. Jeter le filtrat.

15- Répéter I'étape précédente avec ce qui reste cangel

16- Placer les colonnes DNeasy sur de nouveaux tullesttmn numérotées.

17- Ajouter 500 uL de tampon AW et Centrifuger 1 mB@00 rpm. Jeter le filtrat et garder le tube
‘collection’.

18- Ajouter a nouveau 500 pL de tampon AW su la colddheasy. Centrifuger 2 mn a vitesse maximale
(15000 rpm). Jeter le filtrat et le tube ‘collectio

19- Placer les colonnes DNeasy sur de nouveaux tubesrifprifs (tubes définitifs).

20- Pipeter 100 pL de tampon AE et les passer directesi la colonne. Incuber 5 mn a température
ambiante. Puis centrifuger 1 mn a 8000 rpm.

21- Placer les colonnes sur de nouveaux Eppendorff€ratés pour la deuxieme élution ; répéter I'étape
précédente avec 100 pL de tampon AE et Centrifigen a 8000 rpm.
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Tampon TBE (10 x)
Tris0.9 M
Acide borique
EDTA 0,5 M pH 8 (solution méere)

Eau distillée

Tampon de charge
EDTA 1 M pH 8 (solution mére)
Ficoll 15 % (m/v)
Bleu de bromophénol 0,2 % (m/v)
Tampon TBE
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108 g
55¢
40 mL
gsp 1000 mL

1mL
15¢g
20 mg
gsp 10 mL
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Résumé

Cette étude vise a développer I'embryogenéese squeatét un protocole de
transformation génétique chez la patate douceduttion embryogéne dépend
du génotype, de I'agent gélifiant, de I'auxine etléur interaction. Les cv. Zho
et 865 ont donné la meilleure réponse dans I'ama¢c respectivement 10,7 et
14,7 % de cals embryogenes en présence de 2,4,Picletame. Des cals
embryogénes émergent d’'une masse mucilagineuseédagrpartir de culture de
bourgeons axillaires. La capacité embryogene dés @@ Zho et 865 est
maintenue par des repiquages dans 2,4,5¢Mb ou 2,4-D (10uM) + BAP
(1uM). Les suspensions cellulaires embryogenegi@ninitieées a partir de cals
embryogenes en milieu liquide (5 uM de 2,4-D). Béguences de milieux
(prématuration, maturation et germination + l'acidbscissique) ont été
efficaces pour la régénération. Les plantes régé&sésont hexaploides (6x),
identiques aux témoins. Des plantes transgénigoienioes expriment les genes
GUS et nptll.

Mots clés :Ipomoea batatad..(Lam) - embryogenése somatique- suspensions
cellulaires — régénération — niveau de ploidieardformation génétique
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