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Abréviations 

 

 

 

1/2MS: Milieu de Murashige et Skoog avec macro-éléments dilués de moitié 

2,4,5-T: Acide 2,4,5 trichlorophénoxyacétique 

2,4-D: Acide 2,4 dichlorophénoxyacétique 

A0,4B0,5 : milieu avec AIA et BAP à 2,2 µM. 

ABA : acide abscissique. 

ABA1,5 : milieu comprenant 5,6 µM d’ABA. 

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

 ABA4 milieu comprenant 15 µM d’ABA. 

 ABA4G1 milieu comprenant 15 µM d’ABA et 1 µM de GA3. 

AFLP : polymorphisme de longueur des fragments amplifiés 

AGPs : protéines arabinogalactanes 

AIA: Acide indole-3- acétique 

ANA: Acide 1-naphtalène acétique 

BAP: 6-benzylaminopurine 

DAF : DNA Amplification fingerprinting 

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

DK (2,4-D et kin à 1µM chacun)  
FAO: Organisation des Nations unies pour l’alimentation et l’agriculture (Food and Agriculture Organization) 

ISSR: Simple sequence repeats ou microsatellites 

Kinétine ou Kin : 6-furfurylaminopurine ou N6-furfuryladénine 

Ma2 :   milieu  des suspensions cellulaires (Ma, 1991) 

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

Piclorame: Acide 4-amino-3, 5, 6-trichloro-2-pyridinecarboxylique 

RAPD : amplification aléatoire de l’ADN polymorphe 

RFLP : Restriction fragment length polymporphism 

SERK (somatic embryogenesis receptor kinase) VM30 Assani 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 (Assani et al., 2002) 
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INTRODUCTION 

 

 

La patate douce (Ipomoea batatas Lam.) est  une plante à racines tubérisées qui 

présente une grande importance économique dans les régions tropicales, subtropicales et 

tempérées douces (Sihachakr et al., 1997). C’est la septième plus importante culture dans le 

monde après le blé, le riz, le maïs, la pomme de terre, l’orge et le manioc. Sa production 

mondiale est estimée à 124 Mt en 2007 dont plus de 88 % en Asie particulièrement en Chine 

avec 100Mt  (FAOSTAT, 2008). Les racines tubérisées contiennent de grandes quantités 

d’amidon qui peut atteindre 30% de la masse fraîche chez certains cultivars. Elle est utilisée 

pour l’alimentation humaine, la production d’alcool et la nutrition animale. Les tiges et le 

feuillage sont utilisés comme fourrage (Cavalcante-Alves, 1996). 

Malgré les progrès réalisés dans l’amélioration de la patate douce par les méthodes 

conventionnelles (Sihachakr et al., 1997), le processus de sélection est long et exige  

l’utilisation d’un grand nombre d’individus et des systèmes d’amélioration élaborés à cause 

de l’état hexaploïde de cette espèce (2n=6x=96) (Srisuwan et al., 2006). En plus, les efforts 

d’amélioration génétique sont sérieusement affectés par les difficultés dans les croisements 

sexués à cause essentiellement des problèmes d’incompatibilité et de la stérilité au sein des 

espèces d’Ipomoea (Martin, 1970a et 1970b), et des exigences physiologiques spécifiques 

pour la floraison (Martin et Jones, 1971).  

Par conséquent, la biotechnologie a été développée en complément des méthodes 

classiques afin d’aboutir à des protocoles d’amélioration plus efficaces pour cette plante. 

Malgré les progrès récemment obtenus dans le domaine de la biotechnologie, les 

applications biotechnologiques chez la patate douce sont encore  limitées et peu de travaux 

ont été réalisés notamment dans l’exploitation de la variation somaclonale (Sihachakr et al., 

1997), l’hybridation somatique (Belarmino et al., 1996) et la transformation génétique 

(Shimada et Otani, 2007). La cause principale réside probablement dans le manque de 

maîtrise de la régénération pour laquelle la patate douce est considérée comme une espèce 

récalcitrante  (Sihachakr et Ducreux, 1993).  

Parmi les différents systèmes de régénération, l’embryogenèse somatique est 

fortement convoitée parce qu’elle assure régulièrement des taux de multiplication élevés qui 

peuvent être maintenus longtemps. En plus, cette technique est très convoitée pour la 
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transformation génétique (Shimada et Otani, 2007). Cependant, la patate douce est considérée 

comme récalcitrante pour cette technique. Le génotype est  un facteur limitant pour 

l’induction des cultures embryogènes dans la mesure où plusieurs cultivars ont donné une 

réponse embryogène faible ou pas de réponse (Jarret et al., 1984; Cavalcante-Alves et al., 

1994; Desamero et al., 1994). Une réponse embryogène rapide et répétitive a été observée 

chez une seule variété PI318846-3 (Zheng et al., 1996). De même, le type d’auxine utilisé 

s’est montré crucial pour l’induction efficace de l’embryogenèse somatique (Otani et 

Shimada, 1996; Al-Mazrooei et al., 1997).  

L’agent gélifiant est un paramètre souvent négligé dans la recherche de la réponse 

désirée, comme l’induction de l’embryogenèse somatique ou la formation  de bourgeons 

(Hadeler et al., 1995; Lainé et  al., 2000). Les deux agents qui sont les plus utilisés sont l’agar 

et son dérivé purifié l’agarose extrait à partir d’algues rouges, comme Graciai, Gelidium ou 

Chondres, et le gel rite ou phytagel qui est un polysaccharide extracellulaire produit par la 

bactérie Sphingomonas elodea (Silva et al., 2005). Malgré le fait  qu’il a été montré que  

différents facteurs sont impliqués dans l’induction de l’embryogenèse somatique et la 

régénération, dans la plupart des études expérimentales, les effets étaient examinés 

séparément  ce qui provoque la perte d’information cruciale sur d’éventuelles interactions 

possibles entre les facteurs dans la réponse embryogène. En plus, la présence d’une phase de 

callogenèse en culture in vitro, et particulièrement après la culture des protoplastes de patate 

douce, peut aboutir à l’apparition de variants avec des anomalies morphologiques et 

physiologiques reflétant une instabilité génétique (Sihachakr et Ducreux, 1993 ; Sihachakr et 

Ducreux, 1987a).  

La transgenèse offre un potentiel intéressant pour l’amélioration de la patate douce par 

l’introduction de gènes étrangers intéressants (Yu et al., 2007). Cependant, l’application de 

cette technologie pour la patate douce nécessite la mise en place d’un système de 

transformation efficace et reproductible. 

Nous avons effectué ce travail de recherche sur la Patate douce, en collaboration avec 

le laboratoire de Morphogenèse Végétale Expérimentale de l’Université Paris XI dans le 

cadre d’un projet Européen (contrat EU N°: ICA4CT2000-30005) visant à développer, par 

transformation génétique, des variétés de patate douce résistantes au complexe de potyvirus 

(sweet potato feathery mottle virus SPFMV ; potato latent virus SPLV et le virus G SPVG). 

Ces attaques virales dues aux potyvirus occasionnent des chutes considérables de rendement 

allant jusqu’à 60% (Feng et al., 2000). La technique de transformation proposée prévoit 

l’intégration du gène de résistance aux potyvirus dans  le plasmide Ti d’Agrobacterium 
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tumefaciens et sa transmission à la plante par agroinfection. La réalisation de cet objectif 

nécessite la maîtrise d’un système de régénération performant. 
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SYNTHESE  BIBLIOGRAPHIQUE 

 

 

 

 

1. Présentation du matériel végétal 

1.1. Systématique 

La patate douce (Ipomoea batatas L.(Lam.)) est une Dicotylédone gamopétale 

appartenant à l'ordre des polémoniales et à la famille des convolvulacées (Cavalcante-Alves, 

1996).  

Des études basées sur le nombre de chromosomes, l’analyse du génome et les 

possibilités de croisements ont permis de classer la patate douce et les espèces apparentées en 

trois groupes (Jones, 1965; Jones et Deonier, 1965; Martin et Jones, 1972; Nishiyama et al.,  

1975).  

Le premier groupe (A) comprend des espèces diploïdes (2n=2x=30) ; I. triloba, I. 

cordatotriloba, I. cynanchifolia, I. grandifolia, I. lacunosa, I. tricocarpa et I. ramoni. Les 

espèces de ce groupe ont la même formule génomique AA, et sont autocompatibles et 

interfertiles. 

Le deuxième groupe (B) comprend des espèces diploïdes et autopolyploïdes (2x, 4x, 

6x) par doublement du génome B, avec Ipomoea batatas (4x, 6x) et d’autres espèces 

sauvages, I. trifida (2x, 4x, 6x), I. littoralis (2x, 4x), I. tiliacea (2x) et I. leucantha (2x, 4x). 

Les espèces de ce groupe sont toutes autoincompatibles, mais compatibles entre elles (Jones 

et Deonier, 1965). 

Le troisième groupe (X) est composé de deux espèces tétraploïdes, I. gracillis et I. 

tiliacea, dont la composition génomique n’est pas encore bien déterminée.  

Il faut signaler aussi qu’il y a très peu de connaissances sur les différences entre les 

génomes du groupe A et ceux du groupe B au niveau chromosomique. La grande différence 

entre les deux groupes est leur caractère autocompatible vs autoincompatible. Les espèces des 

différents groupes sont incompatibles.  

Il faut noter que I. leucantha a été classée dans le groupe A par Jarret et al.  (1992), par 

contre, Nishiyama (1971) l’a classée dans le groupe B. Ipomoea tiliacea a été  classée dans 

trois groupes différents (groupe A, B et X) respectivement 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 douce est originaire de l’Amérique (Huamàn et 

al., 1999). Austin (1988) a postulé que l’origine d’ Ipomoea batatas serait quelque part entre la 

péninsule de Yucatan au Mexique et l’embouchure de la rivière Orinoco au Venezuela.  

Les populations indigènes locales auraient découvert et domestiqué la patate douce. A 

partir de 2500 av. JC, la culture a probablement été disséminée par les Incas et les Mayas sur 

la plus grande partie des zones de culture connues au moment de l’arrivée des européens 

(Huamàn et al., 1999).  

Le centre primaire de diversification se trouve au nord-ouest de l ‘Amérique latine 

(Colombie, Equateur et Pérou) et certaines parties de l’Amérique centrale comme le 

Guatemala où existent une grande diversité de patates douces autochtones, de mauvaises 

herbes et d’espèces sauvages. Des centres de diversification secondaires existent en Chine, 

dans le sud-est Asiatique, en Nouvelle guinée et dans l’est Africain (Huamàn et al., 1999). 

La patate douce a été introduite en Europe de l’ouest à partir des Indes occidentales 

après le voyage de Christophe Colomb en 1492 (Srisuwan et al., 2006). Cependant, d’après 

les différents mémoires ethnohistoriques, la patate douce était, bien avant 1492, largement 

répandue dans les tropiques américains (Yen, 1982). Grâce aux preuves linguistiques, les 

voies de transmission peuvent être tracées comme suit (Figure 1): 

� La voie « batatas » : les explorateurs portugais ont transféré les clones antillais 

cultivés en Europe de l’ouest méditerranéenne vers l’Afrique, l’Inde et 

l’Indonésie. 

� La voie « kamote » : les galions de commerce espagnols reliant Acapulco à 

Manille propagèrent les clones de patate douce à partir du Mexique. 

� La voie suivant le tracé «kumara ». Ici, un litige important et non encore 

tranché concerne l'identification des transporteurs de la plante d'Amérique du 

Sud en Polynésie orientale. Des analogies lexicales entre un nom quechua et le 

mot polynésien kumara suggèrent un transfert par l'homme, mais on ignore 

toujours si les responsables en étaient des voyageurs péruviens ou polynésiens.  
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Figure 1 : historique de la dispersion de la patate douce au départ de l’Amérique 
(Diagramme de Winifred Mumford ; d’après Yen (1982) 

 

 

         

1.3. Evolution 

Ipomoea batatas n’est pas connue à l’état sauvage (Huamàn et al., 1999). Parmi les 

espèces du genre Ipomoea série batatas, treize sont considérées comme voisines de la patate 

douce mais l’ancêtre sauvage de cette plante n’est pas encore identifié (Srisuwan et al., 2006). 

Plusieurs hypothèses ont été émises dans le but d’expliquer l’origine de la patate douce 

(Srisuwan et al., 2006). 

Il n’est pas encore précisé si cette espèce est allopolyploïde ou autopolyploïde. Mais la 

production de gamètes non réduits aurait pu faciliter l’évolution de la patate douce vers le 

niveau hexaploïde. La formation de pollen non réduit a déjà été observé chez Ipomoea trifida 

(Orjeda et al., 1990), chez certains Ipomoea batatas tetra et hexaploïdes (Bohac et al., 1992) 

et chez Ipomoea trifida triploïdes qui génèrent des génotypes 6x dans leur progéniture. 

Nishiyama (1971) et Austin (1988) ont suggéré une origine allopolyploïde et que Ipomoea 

trifida est l’une des espèces étroitement liée à la patate douce (Freyre et al., 1991). Nishiyama 

(1971) a proposé que la patate douce aurait pu provenir de  Ipomoea leucantha 2x qui aurait 
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produit Ipomoea littoralis 4x et puis les croisements entre Ipomoea leucantha 2x  et  Ipomoea 

littoralis 4x seraient à l’origine de d’Ipomoea trifida 3x qui aurait donné Ipomoea trifida 6x. 

Des sélections supplémentaires et des domestications auraient abouti à Ipomoea batatas 6x. 

Nishiyama et al. (1975) ont signalé des similitudes dans les caractères de la plante, la 

compatibilité sexuelle, et le comportement entre la patate douce et des hybrides artificiels 6x 

produits entre Ipomoea leucantha et Ipomoea littoralis. En se basant sur des analyses 

numériques des caractères morphologiques clés, Austin (1988) a émis l’hypothèse que 

Ipomoea triloba et Ipomoea trifida seraient les espèces qui ont contribué au génome d’I. 

batatas. Il a aussi considéré que Ipomoea tiliacea aurait été impliqué dans l’origine de la 

patata douce.  Par des études cytogénétiques, Shiotani (1988) a proposé que le génome de la 

patate douce a la même structure autohexaploïde que le génome B qui existe dans les 

autotétraploïdes et diploïdes du complexe Ipomoea trifida.  

Les études moléculaires menées récemment sur la patate douce et les espèces diploïdes 

voisines par l’utilisation de marqueurs RAPD (Jarret et Austin, 1994), d’ISSR et des 

variations dans des sites de restriction de régions non codantes d’ADN chloroplastiques 

(Haung et Sun, 2000) montrent qu’Ipomoea trifida.est la plus  étroitement liée à la patate 

douce. De même, la construction de caryotypes cytogénétiques moléculaires basés sur la 

distribution de loci d’ARNr 18s et 5s et les régions riches en G et C (Srisuwan et al., 2006) 

aboutit à la même conclusion. 

 

1.4. Caractéristiques morphologiques 

C'est une plante herbacée rampante. Les tiges, plus ou moins poilues, sont un peu 

volubiles et mesurent de 50 cm à plus de 3m de long. Les feuilles, de forme variable, 

possèdent de longs pétioles et leur phyllotaxie est alterne spiralée de type 2/5 (Bouhassan, 

1984).  

Les racines sont de plusieurs types (Bouhassan, 1984):  

� les racines adventives : ce sont des racines qui se développent directement sur la 

tige. Elles comprennent les racines à géotropisme positif ou racines porteuses de tubercules 

(thin roots, thick roots, string roots) dont certaines peuvent accumuler des réserves pour 

former les racines tubérisées. Il y a aussi  les racines agéotropes qui restent fines. 

� Les racines latérales qui apparaissent sur des racines déjà existantes. 

� Les racines de tubercule qui prennent naissance sur les tubercules.  

 

Les racines adventives qui apparaissent sur des boutures de tige sont de deux types : 
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� Les racines nodales: ce sont des racines préformées présentes en nombre variable 

au niveau de chaque nœud de part et d’autre de l’insertion du pétiole. 

� Les racines internodales : ce sont des racines fines néoformées se développant le 

plus souvent à la base de la bouture. 

Les fleurs, hermaphrodites et actinomorphes, sont en forme de cloche. Leur couleur 

dépend du clone: elle peut être  violette, rouge ou blanche. Chez la patate douce, la floraison 

est rare et les fleurs sont souvent stériles. Toutefois, lorsque la fécondation a lieu, on obtient 

un fruit à péricarpe sec et déhiscent que l'on nomme capsule. 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 voie végétative, soit à partir de 

tubercules entiers ou de fragments de ceux-ci, soit à partir de portions de tiges de 20 à 50 cm 

de long comportant 3 à 4 nœuds (Cavalcante-Alves, 1996). Elle a un cycle court entre 120 et 

210 Jours (Gura, 1991).  

Sur le plan climatique, la patate douce est une plante extrêmement flexible  (Cheikh, 

1984). Elle peut être  cultivée à des altitudes comprises entre le niveau de mer et des 

élévations allant  jusqu’à 2500 m, et entre les latitudes 40°N et 32°S. Elle a besoin d’une 

pluviométrie  abondante et bien  répartie d’environ  600 mm/an, et sous un ensoleillement 

abondant. Elle exige une saison de croissance présentant 4 à 5 mois sans gel pour produire des 

racines tubérisées de gros calibre. Des températures de 15°c ou moins donnent une croissance 

faible ou nulle (Chée et al., 1992). 

C’est une plante de jours courts et la photopériode de moins de 11 heures peut  

stimuler l’induction de la floraison. Par contre, si la photopériode dépasse les 13h30, la 

floraison est inhibée (Sihachakr  et al., 1997). 

Elle  est cultivable même sur les sols pauvres, mais elle préfère un sol profond, frais et 

riche en humus (Cavalcante-Alves, 1996) et pousse mieux sur des sols aérés de type sableux 

avec des pH oscillant entre 5 à 7,8 (Chée et al., 1992). Elle n’exige pas beaucoup de 

fertilisants et autres intrants et elle est relativement résistante aux stress environnementaux 

(Shimada et Otani, 2007). 

Cependant, le mode de propagation exclusivement végétatif, qui garantit la stabilité et 

la conformité des plantes propagées, présente en même temps de nombreux problèmes liés 

aux difficultés de conservation des racines tubérisées, à l’hétérogénéité de la plantation due à 

des gradients morphologiques et anatomiques le long des racines tubérisées et surtout aux 
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nombreuses maladies essentiellement virales transmises par les semences (Cavalcante-Alves, 

1996). 

 

1.6. Intérêts et importance économique 

1.6.1. Valeur nutritionnelle 

La patate douce est utilisée  essentiellement pour l'alimentation humaine à cause de sa 

valeur nutritive élevée. Elle contient approximativement 20 % d’amidon et 5% de sucres 

simples (Huang, 1982). C’est aussi une bonne source de protéines (1,3 à 12,1 %), vitamine A, 

riboflavine, et calcium (Cavalcante-Alves, 1996). Les cultivars à chair tachetée d'orange sont 

particulièrement riches en vitamine A (Moyer, 1982a). Dans beaucoup de pays, les  racines et 

le feuillage sont utilisés pour l'alimentation des animaux. La patate douce peut aussi fournir 

de l'énergie issue de la biomasse avec à peu près 782 galons d'alcool/acre (Cavalcante-Alves, 

1996). Elle est  considérée comme un aliment hautement énergétique avec approximativement 

100 cal/100 g.  

Au Japon, des recherches sont menées afin de développer des utilisations alternatives 

de la patate douce. De nouveaux cultivars ont été développés comme par exemple un cultivar 

permettant l’utilisation des parties apicales comme légumes pour l’alimentation humaine et 

des cultivars à tubercules comprenant une teneur élevée en carotène et anthocyanines 

(Shimada et Otani, 2007). 

 

1.6.2. Importance économique 

a. Dans le monde 

La patate douce, Ipomoea batatas (L.) Lam. est la septième plus importante culture 

dans le monde et la cinquième dans les pays en voie de développement après le riz, le blé, le 

maïs et le cassava (Shimada et Otani, 2007). 

Le tableau 1 résume les statistiques concernant la production de la patate douce de 

différentes régions du monde (FAOSTAT, 2008). La production mondiale de la patate douce 

s’élevait en 2006 à 123.509.771 tonnes sur une surface totale cultivée de 8.996.472 Ha 

(FAOSTAT, 2008). Le plus grand producteur est la Chine avec plus de 100 millions de tonnes 

sur une surface de 4708503 Ha soit  environ 81% de la production mondiale et 53 % des 

surfaces cultivées.  En Afrique,  la production totale est de 8,5 millions de tonnes ce qui 

correspond à moins de 7% de la récolte mondiale. Les pays en voie de développement 

produisent 98,5 % de la production mondiale ce qui justifie son statut de culture des pauvres. 
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Les rendements varient largement en fonction des zones géographiques et oscillent  entre plus 

de 21 tonnes/ha en Chine et seulement 4 tonnes/ha en Afrique. 

 

 

Tableau 1 : Statistiques de la production de patate douce (d’après  FAOSTAT, 
2008). 
 

  Production  (tonnes) Surface cultivée 
(Ha) 

Rendement 
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 
Caraïbes  

1846094 221490 8334,89 

Europe  77342 6479 11937,34 
Monde Pays Développés  1826680 83843 21786,91 
Monde Pays en voie de 
Développement  

121683091 8912629 13652,88 

Pays les moins 
développés  

8766401 2032034 4314,10 

Chine 100222120 4708503 21285,35 
Maroc 10120 565 17911,50 

 

 

b. Au Maroc  

Les principales variétés utilisées au Maroc sont : Reine du sud et Rose de molorga. La 

culture de cette plante est pratiquée surtout dans les plaines  du Nord-ouest : Saïs, Salé, Casa 

et Doukkala (Skiredj et al., 2007). 

La production nationale en 2006 (tableau 1) était de 10120 Tonnes sur une surface 

totale de 565 Ha soit un rendement de 17.9 T/Ha (FAOSTAT, 2008).  

     
1.7. Principales maladies  et ravageurs de la patate douce 

Malgré la nature rustique de la  patate douce, elle est menacée par plusieurs types de 

stress biotiques et abiotiques, surtout les nombreux dommages causés par les maladies virales, 

bactériennes et les ravageurs (Shimada et Otani, 2007). Dans ce paragraphe, nous 

présenterons les problèmes les plus fréquents et qui sont omniprésents dans les programmes 

d’amélioration génétique. 
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1.7.1. Les ravageurs  

Les charançons (Cylas formicarius elegantulus (Summers), Curculionidae, 

Coléoptères) et leurs larves sont les plus destructeurs parmi les ravageurs de la patate douce 

(Dhakhwa, 2008). Les dommages occasionnés peuvent réduire la croissance dès le premier 

mois de plantation mais d’autres dommages ne sont pas visibles avant la récolte. Les insectes 

s’attaquent aux racines de la patate douce dans le champ  et pendant la conservation (Talekar, 

1982). Les larves et les adultes vivent sur le feuillage mais préfèrent attaquer les tiges et les 

parties souterraines (Dhakhwa, 2008). Les larves creusent des galeries dans les tiges et les 

racines et les remplissent  avec leurs excréments qui dégagent une odeur caractéristique de 

terpène perceptible même dans les racines endommagées, ce qui les rend impropres à la 

consommation humaine (Talekar, 1982). Il est difficile de lutter contre le charançon malgré 

l’utilisation des insecticides (Talekar, 1982). 

 

1.7.2. Les maladies 

La patate douce est attaquée par de nombreuses maladies d’origines diverses. Les 

plus importantes sont celles qui se répercutent  directement sur la qualité  de la récolte et 

qu’on appelle les maladies post récolte et qui sont en particulier provoquées par des agents 

viraux. 

 

a. Les maladies post récolte 

Ce sont des maladies qui touchent les racines récoltées. Les plus dévastatrices 

apparaissent quelques heures après l'arrachage (Moyer, 1982a). Certaines de ces maladies 

qui apparaissent pendant la conservation sont en fait présentes avant la récolte. D'autres 

maladies peuvent également provenir des semences utilisées pour la multiplication (Moyer, 

1982a). 

Il est possible de classer les maladies en trois catégories, d'après la position de 

l'infection initiale par rapport au moment de la récolte on distingue: les maladies 

contractées avant la récolte, les maladies contractées pendant le déroulement de la récolte 

et les maladies contractées pendant la conservation et l'expédition. 

 

���� Infection avant la récolte  

Les germes pathogènes responsables de ces maladies sont fréquemment introduits 

lorsque l'on utilise des semences infectées pour la multiplication. Ainsi, la pourriture noire, 
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causée par Ceratocystis fimbriata provoque des lésions circulaires de couleur sombre 

visibles sur les tiges et les racines souterraines et peuvent pénétrer vers l'anneau vasculaire. 

L'envahissement secondaire peut aboutir au dépérissement de la racine entière. L'agent 

pathogène est propagé sur les semences et jeunes rejets chez lesquels les symptômes sont 

indiscernables, et il est capable de survivre sur les débris abandonnés au champ. Il sporule 

sur les racines pendant la conservation. Les mites peuvent propager l'inoculum ce qui 

augmente l'incidence de la maladie. Par contre, les pellicules, causées par Monilochaetes 

infuscans E11 et Halst ex Harter, sont essentiellement une maladie cosmétique. La 

colonisation est limitée au périderme et n'affecte pas la partie comestible de la racine, mais 

les taches superficielles brun foncé à noir de la peau de la racine déplaisent aux 

consommateurs. De plus, un rapetissement marqué se produit pendant la conservation, dû à 

la perte excessive  d'eau des zones éclatées du périderme. Les lésions grandissent pendant 

la conservation. Les conidies sont produites en longues chaînes sur la surface de la racine 

d'où elles peuvent gagner d'autres racines et propager l'infection. Contrairement à beaucoup 

de germes pathogènes de la racine de la patate douce, Monilochaetes infuscans n'infecte 

pas à la faveur d'une blessure. Les appressoria se forment sur la surface de la racine à partir 

de tubes à germes et le périderme est ensuite colonisé de façon intracellulaire (Moyer, 

1982a).  

Le nématode Meloidogyne spp, peut être l'origine des craquelures ou d'autres 

blessures susceptibles de faciliter l'entrée d'autres germes pathogènes. De plus, des amas 

d'œufs sont quelquefois trouvés dans le périderme ou l'écorce des racines cultivées dans 

des champs fortement infestés  (Moyer, 1982a). 

Les maladies virales appelées généralement SPVD (sweet potato virus disease) 

entrent aussi dans cette catégorie. Une vingtaine de  types de  virus ont été signalés chez la  

patate douce dans le monde (Salazar et Fuentes, 2001). L’infection par les virus est la 

première cause de déclin des variétés (Daifu et al., 2001), et les chutes de rendement suite à 

l’infection peuvent être considérables. Elles peuvent atteindre la totalité de la récolte. Les 

virus sont transmis soit par les pucerons, soit par les aleurodes (Salazar et Fuentes, 2001) 

mais proviennent aussi des semences infectées (Fajardo et al., 2002). 

 

���� Infection au moment de la récolte 

Les maladies de cette catégorie sont habituellement causées par des organismes du 

sol, qui infectent les racines de patate douce à travers les blessures fraîches. Même la plus 
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petite éraflure, en enlevant un peu de "peau ", peut fournir l'entrée nécessaire à l'infection 

(Moyer, 1982a). Dans cette catégorie,  on peut citer la pourriture de surface causée par le 

champignon Fusarium oxysporum Schlert. Elle provoque des lésions circulaires qui 

deviennent visibles 3 à 4 semaines après la récolte. La pourriture noire de Java, causée par 

Diplodia tubericola (EII et Ev) Taub, et la pourriture charbonneuse, causée par 

Macrophomina phaseoli (Tossi) Goid sont également d'importants pathogènes pouvant 

infliger des pertes sévères pendant la conservation (Moyer, 1982a). 

 

���� Infection au stade post-récolte  

Ce sont surtout les maladies qui provoquent la pourriture des racines quelques 

heures ou jours après l'infection, ce qui les rend impropres à la vente ou à la 

consommation. Ces maladies sont fréquemment observées immédiatement après la récolte. 

Les petites blessures infligées aux racines au cours du nettoyage, l'eau de lavage 

contaminée et l'emballage de racines humides, constituent des conditions quasi optimales 

pour l'infection au moment où les racines sont enlevées du lieu de stockage et 

conditionnées pour être expédiées sur le marché. La production par la plante d'enzymes 

pectolytiques, après l'infection, entraîne une dissolution rapide des parois cellulaires et 

l'apparition d'une maladie caractérisée par la pourriture molle des tissus (Moyer, 1982a).  

Une des pourritures molles est causée par Rhizopus stolinifer (Ehr ex Fr) Und. Les 

tissus infectés par ce champignon sont mous, humides et filandreux. Ils dégagent une odeur 

douceâtre caractéristique. Un élément diagnostique de la maladie est la présence de 

mycélium dense, aérien à spores brun foncé, souvent appelé «favoris ». Une seule racine 

tubérisée  infectée peut, si elle est introduite dans un réservoir de lavage, contaminer toutes 

les racines qui seront nettoyées avec cette eau. La bactérie Erwinia chrysanthemi provoque 

une autre pourriture qui peut être confondue avec la précédente dans sa phase racinaire. La 

maladie est classée comme maladie post-récolte à cause de ses effets dévastateurs sur les 

racines. Cependant, elle pourrait tout aussi bien être classée dans les deux autres catégories, 

puisque les plants sont aussi infectés au champ (Moyer, 1982a). 

 

b. Maladies virales 

Les maladies virales appelées généralement SPVD (sweet potato virus disease) sont 

les maladies les plus importantes en Afrique  et probablement dans le monde  (Gibson et al., 
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2004). Elles sont considérées comme la principale cause d’extinction de variétés (Salazar et 

Fuentes, 2001). 

Une vingtaine de  types de  virus ont été signalés chez la  patate douce dans le monde 

dont trois ont été trouvés en Chine: « Sweetpotato feathery mottle virus” (SPFMV), “Sweet 

potato latent virus” (SPLV) et “Sweet potato caulimo-like virus” (SPCLV) (Feng et al. 2000). 

Ils sont transmis soit par les pucerons soit par les aleurodes (Salazar et Fuentes, 2001). 

Les symptômes des virus occasionnant des maladies chez la patate peuvent être classés 

en six catégories: des étiolements en spots sur les feuilles, des feuilles tachetées (mottled 

leaves), des feuilles enroulées, des feuilles plissées ou froissées, des feuilles jaunes et des 

racines tubérisées craquelées (Feng et al., 2000).  

Sweet potato feathery mottle virus (SPFMV) est le plus fréquent dans le monde et le 

plus caractérisé parmi les virus infectant la patate douce (Moyer et Abad, 2001). Il est 

responsable de la maladie dite craquelure rousse. Cependant, l’infection par ce seul virus ne 

donne pas de symptômes en Afrique (Gibson et al., 2004). Les atteintes virales sont souvent 

dues à des complexes de virus (Salazar et Fuentes, 2001) qui diffèrent d’une zone 

géographique à une autre. Ainsi, en Afrique, les symptômes sont fréquemment dus aux virus 

Sweet potato chlorotic stunt virus (SPCSV) et  Sweet potato feathery mottle virus (SPFMV) 

(Gibson et al., 2004) alors qu’en Chine, les principaux virus sont Sweet potato feathery mottle 

virus (SPFMV) et Sweetpotato Latent Virus (SPLV) suivis par Sweetpotato Caulimo-Like 

Virus (SPCLV) (Feng et al., 2000). La symptomatologie semble varier en fonction du 

complexe de virus à tel point qu’elle devient difficile à distinguer pour les observateurs non 

expérimentés (Salazar et Fuentes, 2001). 

L’infection par les virus est la première cause de déclin des variétés (Daifu et al., 

2001), et les chutes de rendement suite à l’infection sont  considérables et peuvent atteindre 

99% du rendement.  

En absence de chimiothérapie pour traiter ces maladies, la culture de méristèmes était 

devenue la technique la plus efficace pour éliminer les virus de la patate douce (Feng et al. 

2000). L’utilisation de plants indemnes de virus peut restaurer les excellents rendements 

d’origine et augmente la résistance à d’autres pathogènes comme Monilochaetes infuscans et  

Ceratocystis fimbriata et le nématode Pratylenchus coffeae (Feng et al. 2000). Cependant, 

plusieurs problèmes limitent la bonne utilisation de cette technologie comme le coût élevé des 

semences saines, des systèmes de distribution de semences mal organisés et une technologie 

de détection peu fiable (Daifu et al., 2001). En plus, le rendement diminue graduellement au 

cours des plantations successives suite à la réinfection par les virus. Le potentiel 
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d’augmentation du rendement pour les plants indemnes de virus peut être maintenu pendant 3 

à 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 stress biotiques et abiotiques, en 

particulier les dommages sévères causés par les maladies virales et bactériennes et les 

parasites (Shimada et Otani, 2007), ce qui explique le besoin persistant d’amélioration de 

cette culture.  

La constitution d’une large base génétique est un préalable important à toute 

amélioration génétique. Plusieurs centres ont constitué des banques de gènes. D’après un 

rapport préparé pour la Conférence technique internationale sur les ressources 

phytogénétiques organisée à Leipzig en Allemagne en 1996 (FAO, 1996), le nombre 

d’obtentions de patate douce et espèces voisines collectionnées dans le monde est estimé à 

31796 dont 40% dans des centres internationaux ou régionaux. La collection la plus 

importante se trouve au CIP (International potato center – Pérou) avec 21% des obtentions.  

La multiplication végétative, qui présente le risque de transmission de maladies 

virales, limite l’échange de matériel végétal au niveau international (Fajardo et al., 2002). 

 Le succès de toute conservation ou programme d’amélioration dépend de la 

compréhension de la distribution de la diversité génétique au sein du pool génétique (Zhang et 

al., 2000). La caractérisation des collections de germplasmes était basée traditionnellement 

sur des caractères morphologiques (Fajardo et al., 2002) et/ou agronomiques (Huamàn et al., 

1999). Cependant, dans la mesure où le degré d’expression de certains caractères 

morphologiques varie avec l’environnement, il peut s’avérer difficile de déterminer certains 

caractères avec exactitude. L’utilisation des marqueurs génétiques pour établir les relations 

génétiques et l’ampleur de la diversité des collections de germplasme assure un moyen 

alternatif pour la caractérisation des collections comme base pour la sélection au sein de la 

collection (Brown, 1989). Les marqueurs moléculaires ne sont pas soumis aux effets de  

l’environnement, ils sont virtuellement en nombre illimité et leur analyse peut être 

automatisée (Fajardo et al., 2002). 

Différents marqueurs moléculaires ont été utilisés pour caractériser la patate douce et 

ses espèces voisines comprenant notamment la variation des sites de restriction de 

chloroplastes (McDonald et Mabry, 1992), RFLP (Restriction fragment length 

polymporphism)  (Jarret et al., 1992),  la RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) 



24 
 

(Williams et al., 1990 ; Gichuki et al., 2003a),   La DAF (DNA Amplification fingerprinting) 

(Caetano Annollés et al., 1991) et plus récemment les SSRs (simple sequence repeats) 

(Hwang et al., 2002) et l’ AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)  (Huang et al., 

2002,  Zhang et al., 2004, El Ameen et al., 2008).  

La constitution d’un pool génétique a stimulé l’effort d’amélioration chez la patate 

douce. Des progrès ont été réalisés par l’utilisation des méthodes de sélection classiques pour 

l'introduction des caractères de résistance aux maladies (Terry, 1981; Arrendell et Collins, 

1986; Clark, 1986), aux nématodes (Jones et Dukes, 1980) et aux insectes (Jones et Cuthbert, 

1973), ainsi que pour l'amélioration de la teneur en protéines et de la qualité du tubercule 

(Water et al. 1984), notamment suite à l’hybridation avec l’Ipomoea trifida (Iwanaga et al., 

1991). Cependant ces efforts sont sérieusement handicapés par la reproduction sexuée 

défectueuse chez la patate douce. En effet, en plus d’une floraison souvent faible (Van 

Reennen, 1965), plusieurs auteurs font état de faiblesses au niveau de la fructification et la 

grenaison chez la patate douce (Van Reennen, 1964 ; Van Reennen, 1965), chez les espèces 

voisines (Wedderburn, 1967) et leurs hybrides (Martin, 1970a). Ces faiblesses sont dues à 

deux phénomènes distincts : l’auto-incompatibilité et la stérilité (Martin, 1970b).En plus, il 

est souvent nécessaire de stimuler la floraison par des méthodes comme  l’accrochage à des 

supports ou  tuteurage et le greffage sur différentes espèces d’Ipomoea, qui ont donné des 

résultats satisfaisants (Van Rheenen, 1965). 

L’auto-incompatibilité existe chez la patate douce, et beaucoup d’espèces primitives 

du genre Ipomoea ainsi que chez d’autres genres de la famille des convolvulacées (Martin, 

1982). Ce phénomène se  retrouve même chez des espèces sauvages diploïdes comme 

Ipomoea trichocarpa et Ipomoea gracilis  (Wedderburn, 1967) et  Ipomoea setifera (Martin, 

1982). C’est un système d’auto-incompatibilité double ou triple de type sporophytique multi-

allèles (Martin, 1982). 

La stérilité de la patate douce et de ses hybrides avec des espèces voisines résulte de 

plusieurs phénomènes comme l’avortement du pollen, l’échec de la germination du pollen, la 

faiblesse  de croissance du tube pollinique et la formation de petites graines immatures 

(Martin, 1970). Cette stérilité s’exprime donc à de nombreux stades et serait  due à un 

déséquilibre génétique accompagnant l’hexaploïdie (Martin, 1982). 

L’amélioration classique de la patate douce basée sur l’hybridation sexuée se trouve 

donc limitée par la stérilité et  l’auto-incompatibilité de cette plante (Otani et Shimada, 2002; 

Shimada et Otani, 2007). En plus, le processus de sélection est un travail de longue haleine et 

exige la manipulation d’un grand nombre d’individus et des systèmes d’amélioration 
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sophistiqués à cause de l’état hexaploïde de la patate douce et aussi de la différence de niveau 

de ploïdie avec les espèces apparentées, notamment  Ipomoea trifida (Srisuwan et al., 2006 ; 

Cavalcante-Alves, 1996). Il était donc devenu impératif de faire appel à des techniques 

modernes de biotechnologie comme la culture in vitro et la transformation génétique.  

 

2.2. Amélioration par les méthodes de biotechnologie 

2.2.1. Culture de nœuds et d’apex 

L’ensemencement de fragments de tige de 1 cm de long comprenant un nœud permet 

une multiplication efficace et conforme. Le milieu  de culture comprend en général la 

composition minérale de Murashige et Skoog (1962) additionnée de 0,5 à 1 mg/L d’AIA 

(Cavalcante-Alves, 1996). 

 

2.2.2. Culture de méristèmes 

Plusieurs travaux ont été réalisés dans le but d’obtenir des plants indemnes de virus. 

En général, des dômes méristématiques de 0,2 à 0,5 mm sont prélevés à partir de bourgeons 

axillaires (Feng et al., 2000). Ces méristèmes sont cultivés sur milieu MS additionné de 1 

mg/L de BAP, 0,01 mg/L d’ANA et 1 mg/L de GA3. La détection des virus peut se faire soit 

par indexage en greffant la plante supposée infectée sur des plantes indicatrices sensibles 

telles que Ipomoea setosa ou par détection sérologique de type ELISA ou Dot-ELISA (Feng 

et al., 2000). 

 

2.2.3. Organogenèse 

L’application de techniques d’amélioration de la patate douce incluant la variation 

somaclonale, le transfert de gènes par transformation génétique et l’hybridation somatique 

exigent la maîtrise de la régénération de plantes par culture in vitro (Sihachakr et al., 1997).  

La patate douce est considérée comme récalcitrante pour la régénération à cause de la 

faible fréquence et l’effet du génotype (Shimada et Otani, 2007). 

Plusieurs travaux ont montré la capacité de fragments de tige  à régénérer des pousses 

(Sihachakr, 1982; Bouhassan, 1984; Houndonougbo, 1989). Les bourgeons se développent 

sur les explants, soit au niveau des cals cicatriciels, soit directement sur les explants à 

proximité des zones lésées, soit sur les racines néoformées (Sihachakr, 1982 ; Houndonougbo, 

1989). Le résultat optimal est obtenu sur un milieu comprenant  une combinaison de 2,4D et 

de kinétine à 0,01 mg/L chacune (Sihachakr, 1982 ; Houndonougbo, 1989) mais avec un effet 

à la fois de la variété et de la polarité sur la réponse (Houndonougbo, 1989). 
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Des explants foliaires ont aussi permis la régénération de plants. Ainsi, Wang et al. 

(1999) rapportent que la combinaison de 0,05 mg/L de 2.4D et 0,5mg/L de kinétine était utile 

pour une régénération efficace à partir de cals issus de pétioles. De même, Le thidiazuron a 

permis la régénération de pousses à partir de fragments de pétiole du cultivar PI318846-3’ 

dont plus de 77% des explants cultivés ont formé des pousses (Gosukonda et al., 1995 a et b). 

Des plants ont aussi été régénérés à partir d’explants foliaires selon le même protocole en 

utilisant la zéatine riboside à la place du thidiazuron (Porobo Dessai et al., 1995). Des pousses 

adventives ont été régénérées directement à partir d’explants de pétioles ou de limbe chez 18 

parmi 27 génotypes testés. 

Otani et al. (1996) rapportent que la présence d’ABA ou de nitrate d’argent (AgNO3) 

dans le milieu d’induction de cals stimule la formation de pousses et l’optimum de 

concentration était de 2 mg/L. La fréquence de régénération était de 70 et 73,3% pour les 

explants issus de feuilles.  

Chez la patate douce, des fragments de racines régénérées peuvent être induits à 

former des pousses. Cette forme de régénération a été obtenue par  Pido et al. (1995) sur 

milieu MS additionné de 0,2 mg/L d’ANA seul ou combiné avec 0,1 mg/L de BAP alors que 

Carsweell et Lucy (1984) ont utilisé 1mg/L d’ANA et 0,1 mg/L d’AIB. Cette caractéristique a 

été exploitée par Sihachakr et al. (1997) pour régénérer des pousses à partir des cultures de 

protoplastes. 

 

2.2.4. Culture et fusion des protoplastes 

L’isolement, la culture des protoplastes et la régénération de plantes constituent un 

préalable nécessaire pour réaliser le transfert de gènes par l’hybridation somatique ou la 

transformation génétique (Sihachakr et al., 1997).     

Chez la patate douce, les protoplastes constituent une source intéressante pour la 

production d’hybrides somatiques avec les cultivars et les espèces apparentées sexuellement 

incompatibles,  et aussi pour la transformation génétique (Shimada et Otani, 2007). En plus, 

l’hétérogénéité cellulaire des populations de protoplastes est particulièrement intéressante 

pour l’isolement  de variants somaclonaux avec des caractères améliorés tels qu’une meilleure 

performance ou une meilleure qualité des racines tubérisées (Sihachakr et al., 1997). 

Des travaux sur l’isolement des protoplastes chez la patate douce ont été publiés dès 

les années 80. Les tissus sources de ces protoplastes étaient souvent constitués de fragments 

de pétiole (Bidney et Shepard, 1980 ; Sihachakr et Ducreux, 1987a et1987b ; Sihachakr et al., 

1997 ; Perra et Ozias-Akins, 1991; Belarmino et al., 1994 ; Dhir et al. ; 1998), de fragments 
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de tige (Sihachakr et al., 1997 ; Belarmino et al., 1994), de cals riches en anthocyanes 

(Nishimaki et Nozue, 1985; Sihachakr et al., 1997) ou  de cals et  suspensions embryogènes 

(Sihachakr et al., 1997). 

Des rendements en protoplastes similaires ont été obtenus chez les plantes donneuses 

cultivées sous serre et in vitro (Sihachakr et Ducreux, 1987a, 1987b, 1993). 

Le mesophylle foliaire est en général résistant à la digestion enzymatique (Bidney et 

Shepard, 1980; Sihachakr et Ducreux, 1987a et 1987b). Cependant, Otani et al (1987) ont 

isolé des protoplastes à partir du mesophylle de la variété Jewel par l’utilisation d’un fragment 

apical représentant environ le quart des feuilles complètement étalées qui avaient été incubées 

au préalable dans l’eau stérile avant d’être traitées avec une solution enzymatique. 

La régénération de plantes à partir de culture de protoplastes a rencontré des 

difficultés. Ainsi, dans certains cas, les protoplastes ont donné seulement des cals (Nishimaki 

et Nozue, 1985) ou des cals avec racines (Otani et al., 1987). Sihachakr et al. (1997) ont 

obtenu des cals organogènes avec des zones vertes donnant des pousses chez seulement deux 

variétés alors que les huit autres variétés formaient seulement des racines. Ils ont obtenu des 

bourgeons après le repiquage de fragments de racines sur un milieu de régénération approprié. 

Un protocole similaire a été réalisé par Perra et Ozias-Akins (1991). 

L’utilisation de cals ou de suspensions cellulaires embryogènes n’a pas permis de 

régénérer des plantes à partir de protoplastes et donc la capacité  embryogène n’est pas 

maintenue Sihachakr et al. (1997). Cependant, la régénération par embryogenèse somatique à 

partir de protoplastes issus de pétiole a été réussie par Dhir et al., (1998) et Belarmino et al. 

(1994). 

La conformité des plants régénérés à partir de protoplastes varie d’un travail à un 

autre. Dhir et al. (1998) et Perra et Ozias-Akins (1991) ont obtenu des plants  

phénotypiquement normaux alors que Sihachakr et al. (1997) ont obtenu à la fois des plantes 

phénotypiquement normales et des plantes montrant des anomalies morphologiques: 

fasciculées, abondamment ramifiées et naines.  

Peu de travaux ont été signalés dans le domaine de la fusion somatique chez la patate 

douce (Shimada et Otani, 2007).  Wang et al. (1997) ont obtenu des hybrides somatiques entre 

deux cultivars incompatibles Koganesengan et Bitambi et l’hybride obtenu avait le nombre de 

chromosomes prévisible (2n = 12x = 180) et montrait une croissance lente et une faible 

fertilité pollinique. Liu et al. (1993a) ont réussi à produire un hybride interspécifique entre la 

patate douce cv. ‘Kokei 14’ et  Ipomoea triloba mais le caractère hybride n’a pas été 

confirmé. Une fusion interspécifique entre la patate douce  cv. ‘Bitambi’ et Ipomoea triloba a 
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donné des plants hybrides  possédant une morphologie intermédiaire et un nombre de 

chromosomes compris entre 45 et 65 (Wang et al., 1998). 

En plus, Belarmino et al. (1996) ont réalisé une fusion asymétrique entre la patate 

douce et Ipomoea trifida ou Ipomoea lacunosa irradiés avec les rayons X. Ils ont obtenu des 

plants hybrides pour la combinaison cv. «  Shirosatsuma » et Ipomoea trifida. L’état hybride 

des plantes a été confirmé par l’analyse isoenzymatique.  

Les hybrides somatiques n’ont pas été analysés en détail pour leurs caractères tels que 

le système racinaire et la descendance. Des recherches supplémentaires sont nécessaires pour 

l’obtention d’hybrides somatiques entre des génotypes sexuellement incompatibles (Shimada 

et Otani, 2007). 

 

3. Embryogenèse somatique chez la patate douce 

3.1. Généralités sur l’embryogenèse somatique 

3.1.1. Définitions 

L'embryogenèse somatique est la formation d'embryons à partir de cellules non issues 

de la fusion des gamètes (Ammirato, 1983). 

Le développement de l’embryon somatique ressemble étroitement à celui de 

l’embryon zygotique à la fois morphologiquement et physiologiquement (Zimmerman, 1993). 

Il est caractérisé par l'existence d'un axe polarisé terminé par un méristème de tige et un 

méristème de racine et son développement s'effectue selon une séquence de stades définis 

dont  les principaux sont: le stade globulaire, cordiforme, torpille, et cotylédonaire (Margara, 

1982). 

L’embryogenèse somatique est donc utilisée par extension comme un système 

expérimental pour examiner les événements morphologiques, physiologiques et biochimiques 

durant l’embryogenèse (Zimmerman, 1993). Cependant, Il y a quelques différences entre les 

deux types d’embryogenèse dont les principaux caractères sont l’absence de différentiation 

d’albumen, développement absent ou retardé, l’absence de dessication et de dormance et 

l’acquisition de la compétence avant le développement des embryons dans l’embryogenèse 

somatique  (Féher et al., 2003). 
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3.1.2. Les principales étapes de   l’embryogenèse somatique 

L’embryogenèse somatique est un processus de régénération qui, d’après Von arnold 

et al. (2008) se déroule en 5 étapes essentielles qui sont : 

♦ Initiation des cultures embryogènes (PEMs) par culture de l’explant initial sur 

un milieu contenant des régulateurs de croissance surtout l’auxine avec souvent des 

cytokinines. Cette transition de la cellule somatique à l’état embryogène est un processus 

complexe comprenant la dédifférenciation, la réactivation des divisions cellulaires et une 

reprogrammation du développement (Féher et al., 2003). L’initiation de la voie de 

l’embryogenèse est limitée à certaines cellules de l’explant (Von Arnold, 2008) qui subissent  

un ensemble de modifications et se transforment en cellules dédifférenciées compétentes pour 

l’embryogenèse.  

♦ Prolifération des cultures embryogènes sur milieu solide ou liquide contenant 

une composition en régulateurs de croissance similaire à celle de l’étape précédente. Pour la 

propagation à grande échelle, il est souvent préférable d’établir des suspensions cellulaires 

(Von Arnold et al., 2002). 

♦ Prématuration des embryons somatiques sur milieu généralement dépourvu de 

régulateurs de croissance ce qui inhibe la prolifération cellulaire mais stimule la formation des 

embryons et le début du développement (Von Arnold et al., 2002). L’élimination ou la 

réduction de l’auxine dans le milieu de culture est en général préconisée durant cette phase. 

Avec cette réduction, le blocage  de l’expression des gènes nécessaires au passage au stade 

cordiforme est levé (Zimmerman, 1993). 

♦ Maturation des embryons somatiques par culture sur un milieu contenant 

l’ABA et/ou un faible potentiel osmotique. 

♦ Développement de plants sur milieu dépourvu de régulateurs de croissance. 

 

3.1.3. Origine cellulaire de l’embryon somatique 

L’embryon somatique peut avoir une origine unicellulaire (Sharp et al. 1980; Wann, 

1988 ; Féher, 2006 ; ˇSamaj et al., 2006). Il est largement admis que les cellules embryogènes 

compétentes peuvent être reconnues morphologiquement comme des cellules de petite taille 

arrondies, avec un cytoplasme riche, un gros noyau central et de petites vacuoles. Elles sont 

ainsi similaires aux cellules méristématiques ou au zygote et cette ressemblance est renforcée 

par la division inégale (Féher, 2006). En plus, elles  sont   couvertes par un réseau de matériel 

fibrillaire formant la couche la plus externe de la paroi appelée ECMSN (the extracellular 
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matrix surface network) qui a été trouvée chez plusieurs espèces végétales Dicotylédones, 

Monocotylédones et Gymnospermes (ˇSamaj et al., 2006). ECMSN est observée dans les 

premiers stades embryonnaires dont le stade globulaire et disparaissent quand le protoderme 

est formé  (Dubois et al. 1992; ˇSamaj et al. 1995). Ces cellules sont aussi entourées de 

callose et isolées des autres cellules par obturation des plasmodesmes (Suprasanna et Bapat, 

2006). La cutine forme aussi une couche continue et homogène dans les régions embryogènes 

et sur les embryons (Tchorbadjieva, 2006). Elle isole physiologiquement les cellules 

compétentes de leurs voisines et protège l’embryon contre la perte d’eau et l’action des 

enzymes hydrolytiques de la paroi (Tchorbadjieva, 2006). 

Ces cellules compétentes peuvent être aussi caractérisées par la position centrale du 

noyau et présentent des particularités relatives à l’organisation de leur cytosquelette (ˇSamaj 

et al. 2006).   

Plusieurs auteurs ont aussi suggéré que l’embryon somatique peut avoir une origine 

multicellulaire (Hamama, 2002). Ainsi, chez le cocotier, Verdeil et al. (1994) ont conclu que 

l’initiation des embryons est d’origine pluricellulaire et que cette voie est le plus souvent à 

l’origine de structures embryonnaires incomplètes et sans méristème caulinaire. De même, 

chez le bananier, Lee et al. (1997) ont montré que l’embryon somatique issu de sections de 

rhizome peut être d’origine unicellulaire à partir du tissu vasculaire ou d’origine 

multicellulaire à partir de tissus périvasculaires. 

Des coupes réalisées à différents niveaux des amas cellulaires de Daucus carotta ont 

permis de mettre en évidence, au microscope électronique, la présence de régions 

méristématiques, où les cellules se recloisonnent pour former des groupes bien individualisés 

de cellules à cytoplasme dense (Benbadis, 1973). Leur paroi épaisse rappelle l’épaississement 

de la paroi des embryons zygotiques, et le non fonctionnement d’un grand nombre de 

plasmodesmes montre qu’il y a suppression de certaines communications et corrélations avec 

les cellules avoisinantes. 

 

3.2. Mécanismes cellulaires  de l’embryogenèse somatique 

Le processus de l’embryogenèse somatique débute par l’acquisition de la compétence 

embryogène. Cette acquisition exige à la fois la présence d’un potentiel génétique et 

l’optimisation des conditions de culture (ˇSamaj et al. 2006). 

La figure 2 présente un modèle hypothétique des événements cellulaires qui sont à 

l’origine de l’embryogenèse somatique (Fehér, 2006). Selon ce modèle, des cellules de 

l’explant reçoivent une  multitude de signaux parallèles qui permettent leur transformation en 
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cellules dédifférenciées compétentes pour l’embryogenèse. Ces cellules seront effectivement 

embryogènes si les conditions cellulaires et externes permettent l’expression du programme 

embryogénique qui est, dans la plupart des cas,  antérieur ou en parallèle avec les divisions 

cellulaires (Fehér, 2006). Quand l’embryon est d’origine unicellulaire, une division inégale se 

produit, il en résulte une cellule terminale dont le cytoplasme est riche et une cellule basale 

très vacuolisée et large. Des divisions supplémentaires accompagnées par l’établissement de 

la polarité et la formation du modèle aboutissent au développement de l’embryon  (Fehér, 

2006). 

 

Figure 2: modèle hypothétique des événements à l’origine de l’embryogenèse somatique 
(Fehér, 2006)  

 

L’initiation de la voie de l’embryogenèse est limitée à certaines cellules de l’explant 

(Von arnold, 2008). D’après Féher et al. (2003). Parmi les auxines synthétiques utilisées pour 

induire l’embryogenèse somatique, le 2,4D est de loin le plus efficace et il est utilisé dans la 

majorité des cultures embryogènes. Cependant, l’induction ne peut pas être considérée 

comme une simple réponse à des régulateurs de croissance appliqués compte tenu de la 

grande diversité des facteurs d’induction comprenant notamment d’autres régulateurs de 

croissance tels que les cytokinines. L’ABA et des traitements non hormonaux comme le  
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stress osmotique, des ions de métaux lourds ou des températures élevées peuvent, dans 

certains cas, induire l’embryogenèse somatique. Le stimulus constitué par le stress semble 

plutôt déterminant dans ce phénomène (Féher et al., 2003). 

La réponse au  stress est représentée par un ensemble de réactions en cascades assurant 

la transduction du signal (Suprasanna et Bapat, 2006). Le calcium sous forme activée           

Ca-calmoduline (Ca-M) semble jouer le rôle de second messager dans ce processus (Féher et 

al., 2003; Suprasnna et Bapat, 2006). En effet, la dépendance de l’embryogenèse somatique 

des concentrations internes et externes en Ca++ a été démontrée dans différents systèmes. Des 

variations caractéristiques du pH intracellulaire semblent aussi associées avec cette transition 

(Féher et al., 2003) ainsi que des flux d’AIA endogène . Des données supplémentaires laissent 

penser que des protéines kinases calcium dépendantes sont impliquées dans la voie de 

transmission du signal durant l’embryogenèse somatique (Féher et al., 2003). 

La polarité au sein de l’embryon est établie par l’intermédiaire d’un modèle contrôlé  

de divisions des cellules embryonnaires, d’élongation du suspenseur et des cellules du cal 

(ˇSamaj et al., 2006). Le développement polarisé du zygote et de l’embryon impliquent la 

formation de méristèmes caulinaire et racinaire. La division initiale chez les plantes 

supérieures est asymétrique. Cet événement établit la polarité et détermine le modèle de 

développement ultérieur. (Féher et al., 2003). Cette division asymétrique existe dans 

l’embryogenèse somatique mais son rôle dans l’établissement de la polarité est encore sujet à 

controverses (Féher et al., 2003). Le cytosquelette et les parois cellulaires paraissent jouer 

ensemble  un rôle régulateur essentiel durant les étapes initiales et tardives du développement 

de l’embryon (ˇSamaj et al., 2006). Il semble que la polarité et la morphogenèse soient 

contrôlées via des fonctions coordonnées de ces deux structures qui sont apparemment 

interconnectées et forment une structure supracellulaire appelée continuum paroi squelettique-

membrane plasmique-cytosquelette (cytoskeleton–plasma membrane–cell wall  continuum) 

mais les molécules qui assurent la liaison ne sont pas encore déterminées (ˇSamaj et al. 2006). 

Chez le maïs, par exemple,  les cellules compétentes présentent un abondant cytosquelette 

endoplasmique arrangé sous forme de microtubules et des filaments d’actine périnucléaires 

rayonnants. En plus, des réarrangements aboutissant à un cytosquelette cortical plus abondant 

semblent nécessaires à l’adhésion cellulaire, la polarisation et le développement des embryons 

somatiques (ˇSamaj et al. 2006).  En plus, ce processus est aussi contrôlé par des molécules de 

la paroi cellulaire ayant des propriétés signalétiques comme les protéines arabinogalactanes 

(AGPs) et les  pectines (ˇSamaj et al., 2006). En effet, des expériences menées sur différents 

systèmes expérimentaux montrent que les AGPs jouent un rôle important dans 
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l’embryogenèse somatique et d’autres AGPs sont associées avec la mort cellulaire 

programmée ou apoptose (cf. ˇSamaj et al., 2006). Par exemple, les  AGPs libérées ou 

ajoutées dans le milieu de culture étaient capables d’induire l’embryogenèse somatique chez 

différentes espèces végétales. Il a aussi été découvert qu’un épitope appelé JIM8 se transmet, 

de manière asymétrique, pendant la division cellulaire, à une cellule JIM8– embryogène et 

une cellule JIM8+ apoptotique (Tchorbadjieva, 2006) 

 

3.2.1. Expression des gènes  

Les cellules somatiques des plantes contiennent toute l’information génétique 

nécessaire à la création de plants complets fonctionnels. L’induction de l’embryogenèse 

somatique consiste en la terminaison (ou l’interruption) du modèle d’expression génétique en 

cours et son remplacement par le programme d’expression génétique de l’embryogenèse (Von 

Arnold et al., 2008). L’initiation du développement embryonnaire au niveau de cellules 

différentiées exige une reprogrammation cellulaire complète (Fehér, 2006). Cette 

reprogrammation implique, pendant la dédifférenciation, l’élimination ou la modification des 

profils transcriptionnels et traductionnels de l’état différentié afin de permettre aux cellules de 

mettre en place un nouveau programme développemental (Féher et al, 2003). 

Plusieurs gènes avec expression modifiée durant l’embryogenèse somatique ont été 

identifiés mais la plupart concernent les stades tardifs du développement (Fehér et al., 2003). 

Il s’agit des gènes qui  codent pour les protéines LEA (late-embryogenesis abundant proteins) 

qui sont très hydrophiles et sont exprimés abondamment dans la phase tardive de 

l’embryogenèse zygotique (Ikeda et Kamada, 2006) et leur expression est régulée par l’ABA 

(Zimmerman, 1993). Leurs mécanismes de régulation semblent similaires entre les deux types 

d’embryogenèses (Ikeda et Kamada, 2006).  

A part les protéines LEA, l’effort des chercheurs s’est focalisé sur l’identification des 

gènes qui sont activés durant la première phase de l’embryogenèse somatique. Il ont insisté 

sur ceux qui sont impliqués dans et l’acquisition de la compétence embryogène et la réponse 

aux régulateurs de croissance. Ces études qui sont détaillées dans certains articles (Féher et 

al., 2003; Thomas et Jiménez, 2006), ont permis de mettre en évidence plusieurs gènes. Il 

s’agit d’une part de gènes qui sont régulés par l’auxine comme parA, parB et parC, qui ont été 

détectés de manière transitoire durant la reprise de l’activité méristématique dans les 

protoplastes du mésophylle de tabac et d’autre part des gènes codant pour des protéines de 

choc thermique (heat chock). En revanche, SERK (somatic embryogenesis receptor kinase) 

est le seul gène connu qui joue un rôle dans l’acquisition de la compétence dans les cellules 
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végétales (Fehér et al., 2003). Ce gène a été identifié chez la carotte et code pour une protéine 

réceptrice riche en leucine (Schmidt et al, 1997). Des  homologues de ce gène ont été par la 

suite isolés chez d’autres espèces (cf. Tchorbadjieva, 2006). Son expression était 

caractéristique des cultures cellulaires embryogènes et cesse après le stade globulaire chez la 

carotte (Schmidt et al, 1997). 

La structure de la chromatine semble jouer un rôle déterminant dans ce processus. Des 

changements  dynamiques de la structure de la chromatine sont influencés à la fois par  des 

modifications post traductionnelles des extrémités N-terminales des histones et par des 

modifications directes de l’ADN comme les méthylations (Thomas et Jiménez, 2006). Des 

résultats expérimentaux laissent supposer que le remodelage de la chromatine aboutit à la 

libération du programme de l’embryogenèse qui est réprimé dans les cellules végétatives par 

les mécanismes « chromatin-based silencing »  (Fehér, 2006). En effet, un grand nombre de 

gènes connus, chez la drosophile, sous le nom de groupe Polycomb (Pc) régulent 

l’accessibilité/inaccessibilité de régions de chromosomes particuliers et des gènes similaires 

jouent un rôle dans la suppression du développement d’ovules non fécondés (Féher et al, 

2003).  

Ce remodelage de la chromatine semble jouer deux rôles principaux durant les 

premiers stades de l’embryogenèse somatique:   le déploiement de la chromatine à structure 

superenroulée et l’activation spécifique d’un groupe de gènes exigés par le développement 

embryonnaire (Féher et al, 2003). Cependant, la question qui reste posée est la nature du 

signal principal et comment il provoque le remodelage de la chromatine et la 

reprogrammation de l’expression des gènes durant l’embryogenèse somatique (Fehér, 2006). 

En plus de l’organisation de la chromatine, la régulation directe des gènes implique 

des facteurs de transcription spécifiques (Fehér, 2006). Les progrès dans les protocoles de 

transformation des plantes et la disponibilité de nouveaux mutants ont permis la 

caractérisation de gènes qui régulent la transition de l’état végétatif à l’état embryogénique 

(Thomas et Jiménez, 2006). Quatre facteurs de transcription principaux  ont été isolés à partir 

d’embryons mutants défectueux (LEC1, LEC2, FUS3 et ABI3) et 3 facteurs ont été isolés par 

« differential screening » au niveau de cultures embryogènes  (SERK, AGL15 et BBM),  tous 

sont exprimés durant le développement à la fois des embryons somatiques et zygotiques 

(Ikeda et Kamada, 2006). Les  mécanismes de régulation de l’expression de gènes par ces 

facteurs de transcription pourraient être similaires (Ikeda et Kamada, 2006). L’expression 

ectopique de ces gènes (expression forcée dans une autre plante par transgenèse) peut à la fois 

améliorer l’embryogenèse somatique in vitro et provoquer une formation spontanée 
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d’embryons sur des plantes intactes. Le nouveau défi est d’identifier la présence de liens 

possibles entre les régulateurs de croissance/phytohormones avec les gènes qui influencent la 

transition de l’état végétatif à l’état embryogène (Thomas et Jiménez, 2006). Ainsi, l’analyse 

d’embryons  mutants défectueux (LEC1, FUS3, LEC2 et  ABI3) a montré que LEC1, FUS3, 

LEC2 et ABI3 régulent l’expression de plusieurs gènes durant l’embryogenèse et la 

germination des graines et ces mécanismes de régulation sont en relation avec la production 

de phytohormones, le métabolisme des carbohydrates, les photoréactions et la division 

cellulaire (Ikeda et Kamada, 2006). Par contre, au niveau de l’embryogenèse somatique,  il y a 

peu d’information sur les mécanismes de régulation des expressions de gènes. L’expression 

de LEC1, ABI3, FUS3 et LEC2 est similaire dans les 2 types d’embryogenèses  et, par 

conséquent, des mécanismes de régulation pourraient être communs (Ikeda et Kamada, 2006). 

 

3.2.2. Marqueurs moléculaires  

D’après Tchorbadjieva (2006), la caractérisation et l’analyse fonctionnelle de 

marqueurs protéiques pour l’embryogenèse somatique offre la possibilité de déterminer le 

potentiel embryogène des cellules végétales en culture longtemps avant la mise en place de 

tout changement morphologique. Elles  peuvent aussi permettre de marquer les différentes 

phases du développement de la plante et offrent  aussi la possibilité d’obtenir une information 

supplémentaire sur la base moléculaire de l’induction et la différentiation des cellules 

végétales.  En plus, une meilleure compréhension des processus fondamentaux qui 

déclenchent et contrôlent l’embryogenèse somatique devrait aboutir à des protocoles de 

régénération plus rationnels. Les marqueurs protéiques sont aussi des sondes utiles pour la 

définition du potentiel embryogène et pour marquer les différentes phases de développement 

de la plante. 

L’approche classique dans ce domaine consiste en l’analyse des profils de protéines 

totales entre cellules embryogènes et non embryogènes. Des changements dans des profils 

isoenzymatiques sont parfois détectés entre cals embryogènes et non embryogènes dans 

plusieurs systèmes dont les estérases  et les peroxydases chez la patate douce (Cavalcante-

Alves et al., 1994). Cependant, ce genre d’études  aboutit à un grand nombre de protéines 

spécifiques difficiles à utiliser comme marqueurs (Tchorbadjieva, 2006). 

Les nouvelles techniques utilisées ces dernières années ont permis de meilleures 

approches. Ainsi, plusieurs gènes induits durant l’embryogenèse somatique et pouvant servir 

de marqueurs ont été détectés par la technique « cDNA differential screening » dont les LEA 

(late embryogenèses abundant proteins). De même, les anticorps monoclonaux contre les 
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protéines marqueurs ont été utilisés aussi bien pour élucider le complexe structural de la 

surface que pour marquer les cellules destinées pour le développement d’embryons 

somatiques (Tchorbadjieva, 2006). En plus,  Differential display est une technique adaptée 

aux gènes impliqués en embryogenèse somatique et qui ont une faible expression 

(Tchorbadjieva, 2006).  

Des protéines secrétées dans le milieu de culture ont été rapportées chez plusieurs 

espèces (Von Arnold, 2008). Des observations semblent indiquer que ces protéines 

extracellulaires sont indispensables pour la différenciation et la morphogenèse de cellules 

végétales et leur nombre limité, fait d’elles des candidates appropriées comme marqueurs de 

l’embryogenèse somatique (Tchorbadjieva, 2006). Parmi les protéines secrétées ayant un effet 

positif sur l’embryogenése somatique est l’endochitinase IV (EC.3.2.1.14). Cet enzyme 

hydrolyse les liaisons β1-4 dans la chitine et les protéines arabinogalactanes (AGPs)  

(Tchorbadjieva, 2006). Ces AGPs se distinguent par leur haut rapport carbohydrate/protéines 

dépassant souvent les 90%. Ils sont présents dans la paroi, la membrane plasmique et se 

retrouvent souvent dans le milieu de culture (Von Arnold, 2008). Comme signalé auparavant, 

Elles jouent un rôle important dans l’embryogenèse somatique et d’autres AGPs sont 

associées avec la mort cellulaire programmée ou apoptose (ˇSamaj et al., 2006).  

Parmi les autres protéines détectées existent des estérases acides, des protéines acides 

de transfert de lipides (acidic lipid transfer protein-like proteins), et des endochitinases acides 

qui ont été identifiées dans les premiers stades (Tchorbadjieva, 2006).  

Des résultats expérimentaux montrent que certains composants associés à la paroi 

comme les pectines, la callose et des protéines riches en glycine pourraient aussi constituer 

des marqueurs de l’embryogenèse somatique (ˇSamaj et al., 2006). 
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3.3. Embryogenèse chez la patate douce 

3.3.1. Intérêt de  l'embryogenèse somatique pour la patate douce 

Le développement d'un système performant de régénération via l'embryogenèse 

somatique présente un grand intérêt chez la patate douce. Il offre des possibilités de 

régénération bien supérieures et complémentaires du système de régénération via 

l'organogenèse, facilitant ainsi l'accès à des techniques nouvelles qui peuvent être utilisées en 

complément des méthodes conventionnelles de sélection chez cette plante. De plus, d'après 

Cavalcante-Alves (1996), la production d'embryons somatiques peut être utilisée dans un 

schéma de sélection de patate douce pour : 

- Multiplier en peu de temps et d'espace un individu repéré pour ses hautes 

performances. Ceci est particulièrement intéressant dans la mesure où la multiplication sexuée 

chez la patate douce pose problème. 

- Conserver et multiplier la structure génétique d'un hybride dont l'obtention par 

fécondation est difficile due à l'existence d'une incompatibilité parmi les différentes variétés 

de patate douce ou entre la patate douce et les espèces voisines apparentées, et aussi à celle 

d'une faible fertilité des hybrides obtenus. 

- Multiplier et conserver des individus obtenus par diverses techniques de culture in 

vitro, plantes haploïdes, somaclones, hybrides somatiques issus de la fusion de protoplastes 

ou plantes transformées chez qui la multiplication sexuée est difficile à réaliser comme chez 

la patate douce  

En plus, de nombreux travaux montrent que les cultures embryogènes constituent un 

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

 

3.3.2. Phase d’induction 

L’embryogenèse somatique chez la patate douce semble avoir été initiée  à partir de 

cals de culture d’anthères (Tsai et Tseng, 1979). Cependant, ce sont les travaux de Liu et 

Cantliffe (1984) et de Jarret et al. (1984) qui constituent le point de départ de succès 

importants dans ce domaine. Le tableau ci-après présente les principaux travaux réalisés chez 

cette espèce et les principales conditions qui ont permis d’aboutir à des réponses 

embryogènes. L’analyse de ce tableau permet de mettre en évidence un ensemble de facteurs 

qui se sont avérés cruciaux pour le succès de l’induction. 
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Tableau 2 : principaux travaux réalisés dans le domaine de l’embryogenèse somatique chez la patate douce. 
 

Génotype Explant Milieu de base 
Auxine 
Type et concentration (mg/L) 

Pourcentages 
d'induction  

Référence 

‘White Star’, ‘GaTG 3’ 
Apex, fragments de feuilles, 
tiges et racines 

LS 2,4-D (1) 22–23% Liu et Cantliffe(1984) 

9 cultivars ‘PI8458’, etc.) Apex  MS 2,4-D (0,3 ou 3) 10–31% Jarret et al. (1984) 

‘White Star’ Dômes apicaux (0,2–1 mm) MS modifié 2,4-D (2,2) >80% Cantliffe (1993) 

7 cultivars (‘Kokei 14’, etc.) Apex (0,5 mm) MS 2,4-D (0,2) 0–70% Liu et al. (1993b) 

7 cultivars (‘Yu shu 34’, etc.) Apex MS 2,4-D (0,5–5) 20.0–37.5% Tan et al. (1993) 

10 cultivars (‘Duclos 11’, etc.) 
bourgeons axillaires (0,5–1 
mm) 

MS 2,4-D (2,2) 0–17.0% Cavalcante et al.(1994) 

Regal  

Apex    Desamero et al. (1994) 

Morceaux de limbe et de 
pétiole  

   Zheng  et al.(1996) 

11 cultivars (‘Kokei 14’, etc.) 

Apex (0,5–0,7 mm) LS Dicamba (0,5–1) 50.0–94.5% Otani et Shimada (1996) 

  4FA (0,5–1)   

  picloram (0,5–1)   

9 cultivars (‘Hi-Starch’, etc.) 

Apex  (0,3–0,5 mm) MS NAA (1–5)+GA3 (1  à 10) EC Shimonishi et Karube (1996) 

  2,4-D (0,05–1)   

  piclorame (0,5–2)   

Bourgeons axillaires  0,5-1 mm MS  1,1 à 2,2 de 2.4D ou 2.4.5T  Al-Mazrooei  et al. (1997) 

14 cultivars Apex LS 2,4-D (1) 78–86% Kwon et al. (2002) 

4 cultivars (‘Zami’, etc.) Apex MS 2,4-D (2) Faible à nul Sim et Cardosa (2005) 
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a. Explant initial 

La plupart des travaux réalisés chez la patate douce  utilisent des explants de nature 

méristématique  comme les apex ou les nœuds pour  l’initiation de cultures embryogènes (Liu 

et Cantliffe, 1984 ; Jarret et al., 1984; Chée et cantliffe, 1988; 1989 a; Shultheis et al. 1990; 

Desamero et al. 1994 ; Cavalcante-Alves et al.,1994 ; Cavalcante-Alves, 1996).   Toutefois, 

l’embryogenèse à partir d’explants non méristématiques a été rapportée dans plusieurs 

travaux  comme ceux de Zheng et al. (1996)  qui ont obtenu des cals embryogènes à partir de 

culture de morceaux de limbe ou de pétiole et ceux de  Sawada et al. (1990) avec des 

fragments de tige. 

  

b. Composition du milieu de culture 

Le milieu de base utilisé chez la patate douce comprend généralement les macro et 

microéléments MS (Murashige et Skoog, 1962) avec différentes compositions de vitamines 

MS ou LS (Linsmaier et Skoog, 1965). L’initiation de cals embryogènes exige aussi la 

présence d’auxines synthétiques dans le milieu à des concentrations de 5 à 10 µM. Il s’agit 

par exemple du 2.4-D (Cavalcante et al. 1994 ; Chée et Cantliffe, 1988), du 2.4.5-T (Al-

Mazrooei et al., 1997), du  piclorame ou de l’acide 4-fluorophenoxyacetique (4FA) (Otani et 

Shimada, 1996). Plusieurs travaux ont montré que l’efficacité de la stimulation auxinique 

dépend aussi du génotype. 

 

c. Effet du génotype  

L’embryogenèse somatique est considérée comme génétiquement déterminée. Il y a de 

grandes différences entre génotypes et cultivars pour ce caractère (Von Arnold, 2008). Ce fait  

est clairement prouvé chez la patate douce où plusieurs études ont montré que la réponse 

embryogène dépend du génotype. Ainsi, Jarret et al. (1984) ont obtenu des cals embryogènes 

chez 9 génotypes à partir d’apex caulinaires sur des milieux  contenant le 2,4-D avec des 

pourcentages allant de 10 à 31 %. De même, Cavalcante et al. (1994) ont trouvé des 

pourcentages allant de 0 à 17 % suivant les génotypes. Une régénération rapide et répétitive 

par embryogenèse somatique a été réussie par Zheng and al., (1996) chez le 

génotype PI318846-3 mais pas chez PI 531143. Desamero et al. (1994) ont obtenu des 

cultures embryogènes chez Regal mais pas chez Jewel. L’effet du génotype est parfois plus 

prononcé et se manifeste par l’existence de génotypes complètement récalcitrants dans les 

conditions employées : trois sur six pour Triqui et al. (2008) et huit sur douze pour Sim et 

Cardosa (2005). 
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Al-Mazrooei et al. (1997) ont réussi à induire ou améliorer la réponse embryogène en 

utilisant le 2.4.5-T à la place du 2.4-D. En plus, Otani et Shimada (1996)  ont obtenu des cals 

embryogènes pour 11 cultivars à des pourcentages relativement élevés (50–94,5%) en 

utilisant différentes auxines synthétiques dont les plus efficaces étaient l’acide 4-

fluorophenoxyacetique (4FA), le piclorame et le dicamba de 0,5 mg.l−1 à 1,0 mg.l−1. 

Shimonishi et  Karube (1996) signalent que l’ANA à 2 mg.l−1 était efficace pour des 

génotypes récalcitrants en présence de 2,4-D.  

L’effet de l’auxine sur l’induction de cals embryogènes dépend donc du génotype et le 

2,4-D est efficace pour certains cultivars alors que c’est le piclorame, le dicamba ou le 4FA 

qui sont efficaces pour d’autres. L’utilisation d’une auxine adéquate semble importante pour 

surmonter l’effet du génotype chez la patate douce (Otani et Shimada, 2007).  

 

3.3.3. Caractéristiques des cals embryogènes 

Les cals embryogènes tels qu’ils ont été décrits par plusieurs auteurs (Cavalcante-

Alves, 1996 ; Sim et Cardosa, 2005 ; Triqui, 2008) sont  jaunâtres compacts, nodulaires à 

croissance relativement lente avec des cellules isodiamétriques à cytoplasme dense et un 

rapport nucléoplasmique élevé. Ils peuvent présenter, chez certains génotypes comme Zho 

une coloration rouge (Cavalcante-Alves, 1996 ; Liu et al., 2001 ; Triqui, 2008). 

 

3.4. Entretien des cultures embryogènes 

Il s’agit du repiquage et de la multiplication des cals embryogènes sans perte de leur 

capacité embryogénétique. Cette phase peut se faire en milieu solide ou en suspensions 

cellulaires. 

 

3.4.1. Milieu solide 

Les cals embryogènes sont généralement entretenus dans un milieu similaire à celui 

utilisé pour leur initiation (Von Arnold et al. 2002). Le résultat optimal est obtenu par 

l’utilisation d’un milieu contenant à la fois le 2.4D à 10µM et la BAP à 1µM (Cavalcante-

Alves ,1996 ; Zheng  et al.,1996; Chée et Cantliffe, 1988). L’addition du Kcl à 30 mM a un 

effet positif sur la croissance des cals embryogènes et le maintien de leurs caractéristiques 

embryogènes (Chée al., 1992). 

Les cultures embryogènes de certaines espèces et certains génotypes peuvent être 

cultivés pendant de longues périodes sur des milieux contenant des régulateurs de croissance 

sans perdre leur potentiel embryogène comme la capacité de produire des embryons aptes à 
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évoluer en plantes (Von Arnold et al. 2002). Cependant, les variations somaclonales 

s’accumulent avec la durée de la culture et chez la plupart des cultures, le potentiel 

embryogène diminue et peut être perdu. Ainsi, chez cv. White star, le potentiel 

morphogénétique de lignées de cal diminue avec  la durée de la culture (Padmanabhan et al., 

2001). Cette diminution se manifeste par une diminution de la conversion des embryons en 

plantes et  la production d’embryons  peut cesser entièrement. 

 

3.4.2. Suspensions cellulaires 

L’entretien des cultures embryogènes sous forme de suspensions cellulaires est 

souvent préférable (Von Arnold et al., 2002). En effet, au niveau du cal intact, la croissance 

est relativement lente car seule une partie du cal est en contact avec le milieu, l'oxygénation 

est relativement lente et des gradients peuvent s'établir au sein du cal menant à une 

différentiation anticipée (Pierick, 1984). Par contre, au niveau des suspensions cellulaires, le 

taux de prolifération est meilleur et les cultures deviennent plus synchronisées. En plus, les 

cellules et les agrégats cellulaires se développent en structures séparées qui peuvent être 

aisément manipulées en fonction des besoins (Von Arnold et al., 2002).  

Une prolifération sélective de matériel embryogène d'Ipomoea batatas cv White star  

en milieu liquide a été obtenue en présence de 5 µm de 2,4-D (Chée et Cantliffe, 1988). La 

croissance des suspensions cellulaires de patate douce, mesurée par poids frais, a montré un 

modèle sigmoïde classique. La phase de latence et la croissance exponentielle étaient suivies 

au bout de 4-7 jours d'une augmentation linéaire de la masse fraiche pendant une semaine. La 

phase stationnaire est atteinte à la troisième semaine (Chée et Cantliffe, 1989a). 

Une étude cellulaire détaillée a montré que la majorité du matériel des suspensions 

embryogènes était composé d'unités cellulaires larges. La fraction embryogène était limitée 

aux cals et agrégats cellulaires de taille minimale de 355 µm (Chée et Cantliffe, 1989a)  

La prolifération du matériel embryogène se fait essentiellement par des cycles 

comprenant le détachement d'agrégats cellulaires discrets à partir des cals et la formation de 

nouveaux cals à partir de ces unités plutôt que par la formation de novo de cals à partir de 

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

 

3.5. Développement et maturation des embryons 

Les cals embryogènes produisent beaucoup d’embryons globulaires pendant la phase 

d’initiation et de prématuration. Cependant, l’évolution de ces embryons vers les stades 

avancés et leur conversion en plantes semblent poser beaucoup de problèmes. En effet, 
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d’après Cavalcante Alves (1996), seuls 5% des embryons réussissent la conversion en plantes.  

Un résultat similaire a été rapporté récemment par Sim et Cardosa (2005). Le transfert des 

cals embryogènes sur un milieu sans régulateurs de croissance conduit à la différenciation des 

embryons à différents stades, mais très peu d’entre eux arrivent à maturité  et encore moins à 

la conversion en plantes (Cavalcante Alves, 1996). Une étude de conversion d’embryons mûrs 

durant 20 jours a révélé que 80 à 90% des embryons ont formé des racines mais seuls 40 à 

50% ont formé des pousses (Padmanabhan et al. 1998a). L’observation et le suivi de 

l’évolution de ces structures embryonnaires révèlent l’existence de 5 catégories dont deux 

sont aptes à germer alors que les autres présentent des anomalies de développement comme 

l’absence de pôles ou méristèmes apical ou racinaire, l’arrêt de développement aux  stades 

globulaire et torpille, ou la prolifération anarchique des embryons (Padmanabhan et al. 

1998b). 

Ces difficultés de culture s’accentuent avec le temps de culture. En effet, une étude 

menée chez le cultivar White star par Padmanabhan et al. (2001) a révélé que la capacité de 

régénération diminue avec le temps de culture et cette diminution est expliquée par une plus 

faible sensibilité au 2,4-D. 

En général, le 2,4-D qui est nécessaire à l’induction embryogénétique, devient  

inhibiteur pour la formation des embryons. En présence de 2,4-D, les cultures embryogènes 

synthétisent tous les produits de gènes nécessaires à l’accomplissement du stade globulaire et 

contiennent aussi d’autres ARNms dont la présence inhibe généralement le programme 

d’embryogenèse (Zimmermann, 1993). En plus, plusieurs travaux avaient révélé qu’un 

transport polarisé normal de l’auxine est nécessaire pour une morphogenèse normale 

(Schiavone et Cooke, 1985 ; Liu et al., 1993c). 

 Le repiquage de cals embryogènes sur un milieu contenant de l’acide 2.3.5 

triiodobenzoïque, un inhibiteur du transport polarisé de l’auxine, a provoqué le même effet 

inhibiteur que le 2,4-D. Ce résultat suggère que l’inhibition du développement des embryons 

par le  2,4-D se fait  par l’inhibition du transport polarisé de l’AIA au niveau de l’embryon 

naissant. (Chée et Cantliffe, 1989b).  

Il faut donc réduire ou éliminer le 2,4-D dans le milieu de conversion qui contient en 

général une cytokinine à faible concentration (Cavalcante-Alves, 1996). En plus, chez 

certaines espèces, il est nécessaire de traiter les cultures embryogènes avec l’ABA souvent à 

des concentrations de 10 à 50 µM (Von Arnold et al., 2002). C’est le cas pour la patate douce. 

En effet, d’après Zheng et al. (1996) l’addition d’ABA à 2,5 mg/L était critique pour une 

production élevée en embryons somatiques. De même, d’autres auteurs signalent l’utilisation 
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d’ABA dans le milieu de régénération chez la patate douce (Otani et Shimada, 1996 ;  Dhir et 

al., 1998 ; Torres et al., 2001 ; Sim et Cardosa, 2005). 

L’augmentation de l’osmolarité a aussi permis d’améliorer le taux de conversion (Al 

Mazrooi et al., 1996).  

Une courte période dans l’obscurité sur un milieu contenant l’acide gibbérellique 

entre 0,05 et 0,1mg/L parait efficace pour l’augmentation de la production de plantules 

complètes (Sim et Cardosa, 2005). 

 

3.6. Automatisation de la production des embryons 

L’automatisation pourrait augmenter l’efficacité de la production d'embryons. Elle 

peut réduire les coûts de la main d ‘œuvre et améliorer les procédés de l’évaluation des 

cultures, du suivi du développement des embryons, de la récolte et les  procédés de 

postrécolte de préparation de la livraison (Ibaraki et Kurata, 2001). 

Harrell et al. (1994) ont présenté un système de récolte automatique d’embryons 

somatiques à partir de suspensions cellulaires cultivées en bioréacteur.  Un système optique 

intégrant  les critères de sélection  issus de l’expérimentation biologique, classe les embryons 

comme récoltables ou non récoltables à leur passage dans un tube en verre de 3 mm. Ce 

système a permis la récolte de 60% des embryons à la fréquence de 2,4 embryons par heure 

avec 1% des embryons récoltés par erreur. Ce rythme prometteur 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 gènes consiste à introduire une information génétique  dans le génome 

d’une cellule. On cherche dans la plupart des cas à obtenir une expression stable de cette 

information (Casse-Delbart, 1996).  

 

4.2. Les techniques de transformation 

Les techniques de transformation sont relativement variées. On peut les classer en 

deux catégories : les méthodes directes et les méthodes indirectes par le système 

Agrobacterium. 
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- Les techniques directes : Le  gène d’intérêt est transféré sous forme de plasmide 

portant simplement une origine de réplication et un gène de résistance bactérien. Un gène 

reporter ou de sélection est parfois nécessaire.  

- Les techniques indirectes : le transfert d’ADN nécessite dans ce cas l’utilisation 

d’une bactérie tellurique du genre Agrobacterium. Ces bactéries sont capables de transférer 

une partie de leur ADN aux plantes infectées. Le gène d’intérêt est transmis à la plante en 

utilisant les mécanismes moléculaires dont dispose la bactérie.  

-  

4.3. Transformation par les agrobactéries   

4.3.1. Caractéristiques du genre Agrobacterium 

Les agrobactéries de type Agrobacterium sont des bactéries telluriques c’est à dire 

vivant principalement dans la partie aérée du sol (Tourte, 2001). Ce sont des eubactéries 

aérobies gram-négatives qui se présentent sous forme de bâtonnets. Il existe différentes 

espèces d’Agrobacterium dont les plus connues et les plus fréquemment utilisées sont : 

•  Agrobacterium tumefaciens qui est responsable de la maladie appelée : galle 

du collet ou « crown gall ». 

• Agrobacterium rhizogenes qui provoque, chez la plante, un développement 

intense de l’appareil racinaire encore appelé « chevelu racinaire ».  

Ces bactéries renferment de gros plasmides qui s’appellent Ti dans le cas 

d’Agrobacterium tumefaciens et Ri dans le cas d’Agrobacterium rhizogenes.  

Des recherches en biologie moléculaire ont montré que les modifications observées au 

niveau de la plante sont dues à la transmission de la bactérie vers la plante d’une partie du 

plasmide Ti ou Ri. Cette partie transférée est appelée ADN-T (Tourte, 2001). 

 

4.3.2. Structure du plasmide Ti  

L’ADN-T contient 2 types de gènes: les oncogènes codant pour des enzymes impliqués 

dans la synthèse d’auxines et de cytokinines et responsables de la formation de la tumeur ou 

du chevelu racinaire et les gènes codant pour la synthèse des opines  excrétés qui servent  de 

source de carbone pour les bactéries. En dehors de l’ADN-T sont localisés les gènes du 

catabolisme des opines et, les gènes impliqués dans le processus du transfert de l’ADN-T et 

ceux responsables de conjugaison entre bactéries (De La Riva et al., 1998). 

Il s’agit d’une modalité de transformation génétique naturelle de la cellule végétale. La 

connaissance des mécanismes de cette maladie sera essentielle 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 transformation par Agrobacterium tumefaciens 

sont détaillés dans plusieurs articles de revue comme  De la Riva et al. (1998) et Windels et 

al., (2008). Le processus de transfert de gènes à partir d’Agrobacterium vers les cellules de la 

plante implique plusieurs étapes importantes :(1) colonisation bactérienne, (2) induction du 

système de virulence bactérien (3) formation du complexe de transfert de l’ADN-T, (4) 

transfert de l’ADN-T et (5) intégration de l’ADN-T  dans le génome de la plante. 

a. Colonisation bactérienne  

La colonisation bactérienne débute par la perception et le mouvement des bactéries 

vers les cellules végétales. Cette  première étape est suivie par l’adhérence des bactéries aux 

cellules formant un biofilm de bactéries à la surface du tissu végétal (Windels et al., 2008).  

 

b. Induction de la virulence bactérienne 

Les plasmides Ti ou Ri portent, outre l’ADN-T, une région dite de virulence, 

comportant de nombreux gènes vir (Casse-Delbart, 1996) dont 6 essentiels (vir A, vir B, vir 

C, vir D, vir E, virG ) et deux non essentiels  (virF, virH ) (De la riva et al., 1998). Ces gènes  

codent pour des protéines, dont la synthèse est induite par les cellules végétales blessées, et 

qui sont responsables des différentes étapes conduisant au transfert de l’ADN-T. 

La perception de cellules végétales blessées induit un système régulateur à 2 

composantes : le système de virulence virA-virG (Windels et al., 2008). VirA est une protéine 

transmembranaire dimérique sensible qui détecte des molécules signales libérées par les 

plantes blessées. Les signaux pour l’activation de virA comprennent le pH acide, les 

composés phénoliques comme l’acétosyringone et certaines classes de monosaccharides qui 

agissent en synergie avec les composés phénoliques (De La Riva et al., 1998). VirA activé a 

la capacité de transférer son phosphate à un résidu aspartate conservé de la protéine 

cytoplasmique virG récepteur de DNA (DNA binding) qui fonctionne comme un facteur de 

transcription régulant l’expression des gènes vir lorsqu’il est phosphorylé (De La Riva et al., 

1998). 

c. Formation du complexe de transfert de l’ADN-T 

Vir G activé permet l’induction de l’opéron VirD comprenant les gènes virD1 et virD2 

qui codent respectivement pour une endonucléase et une relaxase (Windels et al., 2008). Les 

bordures de l’ADN-T sont constituées de répétitions  directes de 25 paires de bases, celle de 

droite étant accompagnée d’un signal particulier « overdrive ». Les protéines VirD1 et VirD2 

reconnaissent ces frontières provoquant la coupure par endonucléase du brin inférieur de 
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chaque bordure. Les sites de restriction seront utilisés comme point d’initiation et de 

terminaison pour la synthèse d’un nouveau  brin complémentaire représentant la copie du brin 

inférieur  (5’-3’) de l’ADN-T. C’est cette nouvelle molécule d’ADN simple brin  qui sera 

transférée à la cellule végétale (De La Riva et al., 1998). Après le clivage, virD2 demeure lié 

de manière covalente à l’extrémité 5’ au brin ss-T-. La proteine vir D2 est impliquée dans 

différentes fonctions durant le transfert du brin T : protection contre la dégradation par les 

exonucléases, localisation nucléaire par identification de signaux de localisation nucléaire 

(NLS) au niveau des extrémités N et C-terminales, intégration précise  et ligation dans l’ADN 

de la plante avec intervention possible d’enzymes végétaux (Windels et al., 2008). VirD1 

réagit avec la région d’origine du brin ss-T.  

 

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

Le responsable du transfert de l’ADN-T au noyau de la plante est le complexe  ssT-

DNA – protéines (single stranted T-DNA-proteins). Tout ADN placé entre les bords de 

l’ADN-T sera transféré au noyau de la plante sous forme d’ADN simple brin (Windels et al., 

2008).  

L’ADN-T est enveloppé sur toute sa longueur par la protéine virE2 et les 2 protéines 

virD2 et virE2 dirigent l’ ADN-T vers le noyau (Windels et al., 2008). 

L’opéron virB de 9.5Kb joue un rôle important dans la formation d’une structure de 

surface cellulaire favorable au transfert  du complexe ss-T-DNA de la bactérie vers la plante. 

La protéine virD4  est aussi exigée pour ce transport. Son rôle est la liaison ATP dépendante 

du complexe protéique nécessaire à la translocation (De La Riva et al., 1998).. 

 VirB sont des protéines qui présentent une hydrophilie similaire à d’autres protéines 

associés à la membrane. VirD4 est une protéine transmembranaire mais essentiellement située 

du côté cytoplasmique de la membrane plasmique. La majorité des protéines B sont 

assemblées en canaux intégrés à l’intérieur de la membrane. Seule virB11 a plusieurs 

domaines périplasmiques. VirB1 est la seule qui est trouvée en milieu extracellulaire. VirB4 

et virB11 sont hydrophiles  et nécessitent les ATPases pour un transfert actif de DNA (De La 

Riva et al., 1998)..  

Deux opérons vir accessoires présents dans la zone octopine du plasmide Ti sont virF 

et virH. VirF qui code pour une protéine de 23 kDa fonctionne quand le complexe T-DNA se 

retrouve au sein de la cellule végétale et semble jouer un rôle dans l’export de virE2.  VirF 

semble jouer un rôle dans le guidage du T-DNA vers le noyau de la cellule végétale (De La 

Riva et al., 1998).. 
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e. Intégration de  l’ADN-T dans le génome de la plante 

A l’intérieur de la cellule végétale, le complexe ss-TDNA est dirigé vers le noyau en 

passant par la membrane nucléaire.  Deux protéines vir se sont révélées importantes à ce 

stade: virD2 et virE2. VirF a probablement un rôle moins important (Windels et al., 2008). 

Après la pénétration du complexe dans le noyau, il est traité  en vue d’intégrer le 

génome de la plante notamment par protéolyse. Il est généralement accepté que le processus 

d’intégration se fait par recombinaison illégitime. Cependant différents modèles sont proposés 

pour les premières étapes de cette recombinaison. Les principales différences entre ces 

modèles concernent l’état mono ou bicaténaire de la molécule d’ADN au moment de 

l’intégration.  Il n’est pas encore confirmé si le doublement de la molécule d’ADN se fait 

avant ou pendant l’intégration. Il existe des faits expérimentaux en faveur des deux 

hypothèses (Windels et al., 2008).  

 

4.3.4. Principe de la méthode  

La connaissance du mécanisme moléculaire de l’infection  par Agrobacterium et sa 

capacité à transférer tout gène situé entre les 2 bordures de l’ADN-T a fait germer l’idée 

d’utiliser l’ADN-T comme vecteur pour transmettre aux plantes de gènes étrangers 

intéressants (Tourte, 2001).  

Pour pouvoir utiliser ce système, il fallait retirer du génome de la bactérie les gènes 

oncogènes et  insérer le gène d’intérêt dans l’ADN-T désarmé (Tourte, 2001). Le gène 

d’intérêt est  intégré dans une cassette et inséré entre les frontières  droite et gauche de 

l’ADN-T désarmé. Cette  cassette contient en plus du  gène d’intérêt un gène de sélection 

sous promoteur fort. Chez les Agrobactéries, le transfert de plasmide peut se réaliser selon 2 

protocoles : cointégration et vecteur binaire (Tourte, 2001). 

La cointégration correspond à la réunion du plasmide Ti désarmé et du plasmide dit 

intermédiaire qui est un plasmide d’E. coli, très souvent le plasmide pBR322, dans lequel a 

été intégré le gène de sélection chez les plantes. Ce gène de sélection est bien souvent le gène 

dit « NPTII » ou gène de la Néomycine phospho-transférase de type II  qui va conférer à la 

cellule végétale une résistance spécifique à la kanamycine. Ce plasmide possède un site de 

clonage dans lequel on va insérer le gène d’intérêt à transférer et un fragment d’ADN-T qui 

aura pour rôle de faciliter la recombinaison avec le plasmide Ti de l’agrobactérie. Ce vecteur 

est amplifié et transféré par conjugaison chez un Agrobacterium à plasmide Ti désarmé. Les 

homologies entre les 2 régions d’ADN-T portées, d’une part, par le vecteur de transfert et, 
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d’autre part, par le plasmide Ti, permettent l’intégration du plasmide intermédiaire entre les 2 

bordures du plasmide Ti, c’est à dire dans une position favorable à un transfert ultérieur dans 

la cellule végétale. Le vecteur recombiné est finalement plus grand que le plasmide Ti 

d’origine, ce qui constitue, en fait, un inconvénient pour le bon succès de son transfert dans la 

plante. Par ailleurs, l’origine de réplication est transférée et peut donc facilement 

s’autodupliquer. C’est la raison pour laquelle cette technique est actuellement presque 

abandonnée au profit de la méthode du vecteur binaire. 

La méthode dite du vecteur binaire repose sur la présence, chez l’agrobactérie, de deux 

vecteurs séparés dont seul l’un, de taille raisonnable, est transféré dans la cellule végétale. Au 

départ, la construction du vecteur dit intermédiaire est caractérisée par l’insertion des 

bordures, droite (RB) et gauche (LB), de l’ADN-T entre lesquelles se trouvent placés, en 

tandem, le gène d’intérêt et le gène sélection. Ce plasmide vecteur est amplifié par 

introduction dans une population d’E. coli puis transféré dans une agrobactérie par 

conjugaison. L’absence de séquences homologues entre le plasmide intermédiaire et le 

plasmide Ti ne permet pas de recombinaison. . Il n’y aura ainsi pas d’origine de réplication 

bactérienne au sein du végétal transformé  (Tourte, 2001). 

Les vecteurs binaires possèdent (Tourte, 2001): 

• Une origine de réplication. 

• Deux bordures droite et gauche de l’ADN-T entre lesquelles a été placé le gène de 

résistance à la kanamycine sous le promoteur fort CaMV 35S et terminateur de la 

nopaline synthase. 

• Un site multiple de clonage qui permet d’introduire le gène d’intérêt en position de 

transfert. 

• Un second gène de sélection à un antibiotique bactérien (ampicilline, 

aminoglycoside transférase de type III, érythromycine…) extérieur à l’ADN-T 

permettant une sélection des bactéries porteuses du plasmide. 

Pour que le gène d’intérêt soit nettement exprimé, on place en amont de la séquence 

codante un promoteur fort. Ce dernier  a la particularité de s’exprimer en dehors de tout 

contrôle de la cellule réceptrice et a pour conséquence une expression permanente dans tous 

les tissus et cellules de la plante et quel que soit son stade de développement. Il en est ainsi du 

promoteur d’un gène qui code pour la synthèse d’une protéine de la capside du virus 

provoquant la mosaïque du chou-fleur (Cauliflower mosaïc virus CaMV). On parle du 

promoteur du CaMV 35S, capable d’assurer la transcription à un haut niveau du gène placé en 
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aval si toutefois cette dernière séquence est placée « en phase » avec le promoteur et qu’aucun 

codon stop ne vient tronquer la transcription (Tourte, 2001) 

La transformation génétique peut aussi viser l’inhibition de l’expression d’un gène 

préexistant dans la plante. La stratégie classique dans ce domaine est la  « stratégie antisens » 

dans laquelle la partie codante ou même simplement un de ses fragments est placée en 

position inversée sous le contrôle du promoteur fort ce qui conduit à la formation de 

messagers complémentaires des messages transcrits par le gène correctement positionné. Ces 

deux ARN messagers peuvent par exemple s’apparier en formant des doubles brins 

inexploitables par les enzymes de traduction (Banta et Montenegro, 2006). 

L’inhibition des gènes peut être aussi réalisée par un mécanisme post-transcriptionnel 

appelé cosuppression dans lequel la formation d’ARN double brins (dsRNA) aboutit à une 

dégradation des ARNs homologues par des mécanismes spécifiques de la séquence (Banta et 

Montenegro, 2006). 

 

4.3.1. Identification des plantes transgéniques 

L’amplification par PCR du gène marqueur ou transgène est souvent prise comme 

indication du statut de transgénique des régénérants. Cependant, l’analyse par Southern est 

nécessaire pour prouver l’intégration du gène étranger dans le génome de l’hôte (Bhat 

et Srinivasan, 2002). Les techniques d’hybridation par RT-PCR, Northern et Westhern sont 

employées pour s’assurer de l’expression des gènes introduits (Bhat et Srinivasan, 2002). 

 

4.3.2. Variabilité des plantes transgéniques et perspectives 

Les vastes différences observées parmi les plantes transgéniques peuvent être 

attribuées à 2 causes principales : celles dues aux méthodes utilisées pour la régénération des 

transgéniques et celles dues aux méthodes d’amélioration (Bhat et Srinivasan, 2002). 

Le processus de transformation peut être accompagné avec la variation somaclonale  

qui peut contribuer aux différences parmi les transgéniques (Bhat et Srinivasan, 2002). Elle  

peut influencer l’expression du transgène. Inversement, le niveau d’expression du gène 

étranger peut avoir une grande influence sur le phénotype de la plante. 

Les  méthodes de transformation en vogue n’assurent pas un mécanisme 

d’introduction du gène étranger à un locus défini. Le gène étranger se trouve inséré dans des 

localisations aléatoires dans les chromosomes de l’hôte. Par conséquent, des transgéniques 

indépendants portant la même cassette de séquences de gènes étrangers vont se comporter 

différemment selon le contexte génomique dans le génome de l’hôte transgéniques (Bhat 
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et Srinivasan, 2002). Une insertion ciblée a été réussie dans certains cas en visant une région 

chromosomique présentant une homologie avec le gène introduit ou en introduisant 

auparavant des séquences « lox » dans la région visée (revue : Banta et montenegro, 2006). 

Une autre complication vient de différences dans le nombre de copies du transgène 

présents dans des plantes transgéniques indépendantes (Bhat et Srinivasan, 2002). 

La transformation par Agrobacterium aboutit souvent à l’introduction de séquences du 

vecteur qui sont indésirables pour la commercialisation de la plante transgénique. Banta et 

Montenegro (2006) ont cité plusieurs travaux récents qui montrent la possibilité d’éliminer 

ces séquences sans diminuer l’efficacité de la transformation en adoptant certaines stratégies 

comme l’introduction d’un gène létal dans la zone Non ADN-T, le remplacement de 

séquences bactériennes ou synthétiques par des séquences similaires d’origine végétale. 

 

4.4. Transformation chez la patate douce  

Le tableau 3 présente les principaux travaux de transformation réalisés chez la patate 

douce.  

4.4.1. Principaux objectifs de la transformation 

La transformation est une méthode d’amélioration à la fois ciblée et rapide des plantes 

pour différentes utilisations. Les objectifs de la transformation ont évolué avec les temps. 

Ainsi, pour Yonekura-Sakakibara et Saito (2006), il y a 3 générations de plantes 

transgéniques : 

� La première génération développée s’est intéressée essentiellement à l’introduction 

de caractères agronomiques comme la tolérance aux herbicides, des gènes 

insecticides, la résistance aux virus et le retardement de la maturation. 

� La seconde génération s’est intéressée à des caractères bénéfiques aux 

consommateurs comme l’amélioration de la valeur nutritive, la précocité et la 

faible allerginicité. 

� La troisième et dernière génération en progrès  ces dernières années permet la 

synthèse de vaccins et des principes thérapeutiques. 

On retrouve ces 3 générations chez la patate douce (Tableau 3). Ainsi, les premiers 

travaux comme ceux de Newell et al. (1995); Moran et al. (1998) et Okada et al. (2001) ont 

concerné la résistance à des stress biotiques. Des travaux se sont intéressés ensuite à la qualité 

nutritive et industrielle de la patate douce à travers l’amélioration de la qualité de l’amidon 

(Kimura et al., 2001; Otani et al. 2003a  et Shimada et al., 2006). Enfin, des tentatives 
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d’insertion de principes thérapeutiques ont été publiées à partir de 2005 (Berberich et al., 

2005 ; Min et al., 2006). 
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Tableau 3: principaux travaux réalisés dans le domaine de la transformation génétique chez la patate douce (D’après 
Shimada et Otani, 2007 avec modifications). 
Cultivar Tissu cible Vecteur/méthode utilise Gènes référence 

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

Jewel TIS-70357 Feuilles et pétioles Bombardement de particules gusA nptII Prakash et Varadarajan (1992) 

Cinq cultivars Feuilles A. rhizogenes 15834 gusA nptII Otani et al. (1993) 

Jewel Racines tubérisées A. tumefaciens LBA 4404 gusA nptII, “cowpea trypsin inhibitor”, 

“snowdrop lecithin” 

Newell et al. (1995) 

White star Cal embryogène A. tumefaciens EHA101 gusA nptII Gama et al. (1996) 

Chikei 682-11 Protplastes du mesophylle Electroporation Hpt,gene dla protein capside  

du virus SPFMV-S  

Murata et al. (1997) 

Nanging Cal embryogène Biolistique  

Kokei 14 Cal embryogène A. tumefaciens EHA101 gusA, hpt Otani et al. (1998) 

Jewel Feuilles A. tumefaciens C58C1 cryIIIA, nptII Moran et al. (1998) 

Kokei 14, Beniazumama Cal embryogène A. tumefaciens EHA101 NtFAD3, hpt Wakita et al. (2001) 

Kokei 14 Cal embryogène A. tumefaciens EHA101 GBSS, hpt Kimura et al. (2001) 

Kokei 14 Cal embryogène A. tumefaciens EHA101 pCAM35S ou pCAM35S 

E12Ω 

PAT 

(résistance au bialaphos) 

Otani et al. (2003b) 

Jewel, PI-318846-3, 

Jonathan, and Maria 

angola 

Feuilles complètes ou 

fragments de feuilles 

A. tumefaciens LBA4404  

Plasmide pKTI-4 

pKTI-4 , GUS et NPTII Cipriani et al. (1998) 

jewel Fragments de feuilles et tiges A. tumefaciens   C58C1-pGV2260 (Strr ; Spcr ; Rifr ; 

Ampr) 

Plasmide binaire pDEBTT : nptII et delta-

endotoxine de Bacillus thuringiensis var. 

tenebrionis 

Garcia et al. (1999) 

Kokei 14 Cal embryogène A. tumefaciens   plasmide pIG121Hm-AN adiponectine Berberich et al. (2005) 

cv. Lizixiang Suspensions cellulaires 

embryogènes 

A. tumefaciens strain EHA105 binary vector 

pCAMBIA1301  

Les gènes gusA et  
l’hygromycine phosphotransferase II (hpt II)  

Yu et al. (2007) 

cultivar Beniazuma. Fragments de tige, de 
petioles et disques de limbes 
 petioles 

 EHA105 Vecteur binaire pIG121Hm npt II, Hyg, gusA 
(p35S)  

Song et al. (2004) 

Kokei 14 Cal embryogène  EHA101  NtFAD3  Wakita et al. (2001) 
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cv. Kokei 14 Cal embryogène EHA101/pBIGBSSI-Hm GBSSI, hpt Kimura et al. (2001) 

Chikei 682-11 Protoplastes du mesophylle Electroporation 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 embryogène Biolistique 

Non précisé  Protoplastes éléctroporation  CuZn superoxide dismutase (CuZnSOD) 
et ascorbate peroxidase (APX) 

Lim et al. (2007) 

Cal embryogène Biolistique 

‘Yulmi’ Cals embryogènes Agrobacterium 
tumefaciens EHA105 

phosphinothricin N-acetyltransferase (PAT) , 
gusA 

Choi et al. (2007) 

"Jewel" Cals embryogènes éléctroporation pBI121, GUS Mitchell et al.(1998) 

cv. Beauregard  Protoplastes éléctroporation GFP Lawton et al. (2000) 

Cal embryogène Biolistique 

Kokei 14, Cal embryogène  RNAi de hpt, 1 partie d’exon GBSSI en sens et 
antisens et le 1er intron 

Otani et al.(2007) 

Yulmi Cal embryogène Biolistique gusA, résistance au PPT (herbicide) Yi et al. (2007) 

cv. Kokei 14) Cal embryogène  
EHA101 

spermidine synthase (FSPD1). 
 

Kasukabe et al. (2006) 

cv. Kokei 14), Cal embryogène Agrobacterium 
tumefaciens EHA101 
 

Interférence d’ARN IbSBEII en sens et 
antisens et premier intron,  GUS 
 

Shimada et al.(2006) 
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a. Stress biotiques 

Des plantes transgéniques ont été développées afin de surmonter des stress biotiques 

causés les insectes (Newell et al. 1995; Moran et al. 1998), les virus (Okada et al. 2001) et les 

mauvaises herbes (Otani et al. 2003b). 

Deux rapports publiés font état de plantes transformées présentant des gènes de 

résistance aux insectes surtout le charançon qui est  le ravageur le plus destructeur dans le 

monde. Newell et al. (1995) ont introduit les gènes « cowpea trypsin inhibitor »  et 

« snowdrop lectin » dans le génome de la patate douce mais ils n’ont pas confirmé la 

résistance aux insectes. Par contre, Moran et al. (1998) ont régénéré des plantes transgéniques 

exprimant le gène cryIIIA et ont observé que ces plantes sont moins affectées par le 

charançon que les plantes témoins dans les tests au champ. 

Okada et al. (2001) ont produit des plantes transgéniques cv. Chikei 682-11 exprimant 

le gène de la protéine capside du virus SPFMV et ces plantes se sont avérées hautement 

résistantes au virus. Récemment au Kenya,  des lignées transgéniques de la variété  CPT560 

transformées avec le gène de la protéine capside du virus SPFMV ont été testées au champ 

sous des conditions non contrôlées pour évaluer leur résistance, le rendement en  racines 

tubérisées et d’autres caractères (Gichuki et al. 2003b). 

Des plantes transgéniques de patate douce comprenant le gène de la phosphinothricine 

acetyl transferase qui donne la résistance à un herbicide appelé bialaphos  ont été régénérées 

par Otani et al. (2003b). Cette forme de résistance aux herbicides rend la lutte contre les 

mauvaises herbes plus commode et économique. 

Plus récemment, Choi et al. (2007) ont réussi à régénérer des plantes transgéniques 

résistantes aux herbicides par l’insertion d’un gène codant pour la phosphinothricine N-

acetyltransferase (PAT) qui fixe un groupement acétyle sur la fonction NH2 libre du 

Phosphinothricine (PPT) évitant ainsi l’autotoxicité et conférant une résistance à l’herbicide. 

 

b. Stress abiotiques 

Les stress abiotiques comme les faibles températures, la sécheresse, et le gel précoce 

posent de sérieux problèmes à la production de patate douce. Wakita et al. (2001) ont 

introduit chez la patate douce le gène de la désaturase des acides gras afin d’augmenter la 

teneur en acides gras insaturés et améliorer ainsi la tolérance aux faibles températures. Lim et  

al. (2007) se sont intéressés au métabolisme oxydatif des chloroplastes qui provoque les 

dommages les plus importants résultant de l’exposition des plantes aux stress 
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environnementaux. Ils ont  produit des plantes transgéniques SSA  surexprimant le CuZn 

superoxide dismutase (SOD) et  ascorbate peroxidase (APX) qui sont des enzymes  

protectrices des formes réactives de l’oxygène (ROS) sous le contrôle d’un promoteur 

inductible par le stress. Les plantes entières et en particulier les feuilles sont plus résistantes 

au stress oxydatif médié par le paraquat (methyl viologen) par rapport  aux plantes non 

transgéniques. 

Kasukabe et al. (2006) ont obtenu des plantes transgéniques exprimant le gène de la 

spermidine synthase et les plantes obtenues comportent deux fois plus de spermidine par 

rapport aux plantes témoins. Le nombre de racines tubérisées est plus élevé aussi bien en 

conditions normales qu’en conditions de stress. Elles sont moins affectées par la sécheresse et 

la salinité. Elles se montrent plus tolérantes au gel et aux hautes températures dans leurs effets 

sur la photosynthèse. Le gène introduit (FSPD1) semble avoir un effet anti-oxydatif au moins 

en partie puisque les plantes transformées sont tolérantes au paraquat. 

 

c. Qualité de l’amidon 

Des expériences de transformation de la patate douce ont été réalisées afin de créer de 

nouvelles variétés présentant de nouvelles caractéristiques au niveau de la structure de 

l’amidon pour de nouvelles applications industrielles. Kimura et al. (2001) ont introduit la 

séquence complète de l’ADNc de l’enzyme GBSSI (granule-bound starch synthase I) qui est 

une enzyme clé pour la formation de l’amylose un polymère linéaire α(1,4)d-glucane à partir 

de l’ADP-glucose pour la modification de la structure de l’amidon. Une plante transgénique 

parmi 26 régénérées est dépourvue d’amylose au niveau de ses racines tubérisées. D’autres 

plantes transformées ont été obtenues par inhibition de l’expression du gène codant pour 

GBSSI à travers l’interférence de l’ARN (Otani et al. 2003a). Shimada et al. (2006) ont réussi 

à augmenter la teneur en amylose au niveau des tubercules de patate douce en introduisant des 

ARN double brin interférentes (dsRNA) pour l’inhibition du gène codant pour l’enzyme 

IbSBEII (starch branching enzyme II gene, IbSBEII) responsable de la ramification de 

l’amidon. Les plantes transgéniques ainsi obtenues n’expriment pas le gène et la teneur en 

amylose passe à 25% contre 10 chez le témoin. 

 

d. Objectifs thérapeutiques 

La patate douce a été utilisée récemment pour produire des principes thérapeutiques. 

Berberich et al. (2005) ont régénéré des plantes transgéniques produisant l’adiponectine de 

souris qui est une protéine antidiabétique alors que Min et al. (2006) ont réussi à faire 
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produire dans la patate douce la lactoferrine humaine (hlf) qui est une protéine fixatrice de fer 

découverte dans le lait et qui joue un rôle important dans la réponse immunitaire, en 

empêchant la croissance de pathogènes avec des propriétés antibactériennes et antivirales et 

des facilités dans le transport du fer. 

 
4.4.2. Facteurs affectant l’efficacité de la transformation par Agrobacterium 

La transformation par Agrobacterium constitue la méthode dominante pour la 

transformation de la patate douce. En effet, parmi les travaux présentés dans le tableau 3, 19 

sur 29 ont été régénérées par agroinfection. Les cals et les suspensions embryogènes 

constituent un matériel privilégié pour cette agroinfection. 

Plusieurs facteurs se sont avérés déterminants pour la réussite de la transformation.  

 

a. Explant initial 

La plupart des plantes transgéniques signalées dans la bibliographie ont été régénérées 

suite à une coculture avec  Agrobacterium tumefaciens avec différents types d’explants 

comme les racines tubérisées (Newell et al. 1995), les disques foliaires (Moran et al. 1998), 

des fragments de tige  (Song et al. 2004) et des cals embryogènes   (Gama et al. 1996, Otani et 

al. 1998). 

La majorité des travaux ont utilisé des cultures embryogènes sous forme de cals ou de 

suspensions cellulaires (tableau 3). Ces cultures s’imposent grâce à leur taux de multiplication 

et de régénération élevés et la facilité de leur entretien. 

L’âge du cal embryogène a aussi un effet déterminant : les cals âgés de 14 jours depuis 

le dernier repiquage ont donné le meilleur nombre de spots (Otani et Shimada, 2002). 

 

b. Type de plasmide 

L’expression du transgène GUS variait avec le plasmide bactérien. Agrobacterium 

tumefaciens EHA101/p1G121-Hm  a donné les spots les plus élevés alors que les autres soit 

n’ont rien donné (LBA4404/pTOK233) ou ont généré peu de spots en moyenne six spots par 

gramme de poids frais pour R1000/pB1121) (Otani et Shimada, 2002). Gama et al. (1996) ont 

aussi réussi à transformer des plants de patate douce en utilisant le même plasmide bactérien 

EHA101. Ces résultats suggèrent que ce très virulent plasmide est recommandé pour la 

transformation chez la patate douce (Otani et Shimada, 2002). 
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c. L’acetosyringone 

L’acétosyringone est ajouté systématiquement au milieu de coculture dans beaucoup de 

travaux.  Otani et Shimada (2002).ont testé son effet sur la réussite de la transformation en 

utilisant  des cals embryogènes âgés de 14 jours du cultivar ‘Kokei 14’ et Agrobacterium 

tumefaciens strain EHA101/plG121-Hm. L’addition de l’acetosyringone a significativement 

amélioré l’expression du transgène GUS  
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OBJECTIFS DU TRAVAIL 

 

 

Dans le cadre de ce travail, nous avons appliqué différentes techniques de 

biotechnologie pour l’amélioration génétique de la patate douce. Dans ce contexte, nous 

avons d’abord essayé de déterminer les conditions optimales pour l’induction de 

l’embryogenèse somatique. L’investigation a été étendue à l’examen du génotype, de l’agent 

gélifiant et l’auxine et leur interaction sur l’induction de l’embryogenèse somatique chez la 

patate douce. Nous avons comparé les effets de deux agents gélifiants, agar et gelrite, 

combinés avec les effets de trois auxines 2,4,5-T, 2,4-D et Piclorame utilisés à différentes 

concentrations sur l’embryogenèse somatique chez 6 cultivars de patate douce chinoises et un 

clone marocain. De même, la stabilité génétique des plants dérivant de l’embryogenèse a été 

aussi examinée à travers la détermination de la ploïdie par la technique de cytométrie en flux. 

Nous avons aussi tenté d’entretenir les cultures  embryogènes en milieu solide et en 

milieu liquide agité sous forme de suspensions cellulaires.  

Ces cultures embryogènes ont été mises en culture sur différentes séquences de 

milieux de régénération afin d’induire le développement d’embryons somatiques et leur 

conversion en plantes entières. Nous avons essayé, entre autres, de déterminer l’effet de 

l’acide abscissique. 

Parallèlement, nous avons tenté d’obtenir des plantes transgéniques par l’utilisation  de 

souches d’Agrobacterium tumefaciens portant des gènes marqueurs : GUS et nptII puis une 

souche portant un gène de résistance aux potyvirus. En absence d’un système de régénération 

par embryogenèse bien maîtrisé au début de notre travail, nous avons comparé la réponse de 

plusieurs explants (entrenoeuds, pétioles, nœuds ébourgeonnés). L’explant sélectionné, 

constitué de nœuds ébourgeonnés a été utilisé pour la transformation avec des souches 

d’Agrobacterium portant des gènes marqueurs puis une souche portant un gène de résistance 

aux potyvirus.  
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MATERIELS ET METHODES 

 

 

 

1. Matériel végétal  

Ce travail a été mené avec huit cultivars. Cinq clones  des  cultivars Quangshu, Zho, 

953, 865 et 90 ont été obtenus de Xuzhou Sweet Potato Research Center, China, et le clone cv 

Duclos 11 de l’Institut National de la Recherche Agronomique (INRA) des Antilles 

françaises. Ces clones ont été utilisés pour les manipulations de l’embryogenèse somatique.  

Un clone de  Zhounang 13, qui est le principal cultivar concerné par le projet 

européen, a été utilisé essentiellement dans des expériences sur la transformation génétique 

par Agrobacterium tumefaciens. 

Un clone marocain (M) a été constitué à partir de tubercules commercialisés et utilisé 

pour la formation de cals embryogènes.  

Le matériel végétal est entretenu par culture de nœuds, à 6 semaines d’intervalle dans 

des tubes (25 x 300 mm) contenant le  milieu de base MS (Murashige et Skoog, 1962), 

additionné avec les vitamines de Morel  (Morel et Wetmore, 1951, cf. annexe 1), 20 g/L de 

saccharose, 0,5 mg/L d’AIA et solidifié avec  7 g/L d’agar (Sihachakr et Ducreux, 1987a). 

Les tubes sont incubés en salle de culture à  27±2° C sous  16h de lumière  à l’intensité de 62 

µM m-2 s-1 et  60% d’humidité. 

 

2. Induction des cals embryogènes  

Pour l’induction de l’embryogenèse somatique, des bourgeons axillaires sont  isolés à 

partir de vitroplants âgés de 7 à 8 semaines avec une aiguille hypodermique sous une loupe 

binoculaire. Un minimum de  10 bourgeons sont placés à la surface de milieu solide dans des 

boîtes de pétri 10 x 60 mm. Le milieu d’induction est composé du milieu minéral MS (cf. 

annexe 1), les vitamines de Morel, 30 g l-1  de saccharose. Le milieu est additionné de l’une 

des 3 auxines : 2,4-D, 2,4,5-T (5 et 10 µM) et Piclorame à 5 µM. La solidification du milieu 

est réalisée avec l’addition de l’agar (Bacto Agar – DIFCO) à  7 g l-1 ou  du phytagel à  3 g l-1. 

Le pH est  ajusté à 5,8 avant autoclavage des milieux  pendant 20mn  sous une pression de 1 

kb. L’incubation des boîtes se fait à l’obscurité à  27±2° C. 
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3. Entretien des cals embryogènes 

Les cals embryogènes sont divisés en fragments de 2 à 3 mm de diamètre et repiqués 

dans des boîtes de pétri contenant le milieu d’entretien à raison de 10 fragments par boîte.   

Les milieux d’entretien des cals comprennent  le milieu MS avec les vitamines de 

Morel, 30 g/L de saccharose. Ce milieu est additionné de régulateurs croissance comprenant 

soit le 2.4-D à 10 µM combiné ou non avec BAP à 1µM, soit le  2.4.5-T à 5µM. Le milieu est 

solidifié avec du gelrite à 3 g/L.  

Les cals embryogènes sont incubés à la lumière avec une photopériode de 16/8. La 

température d’incubation est de 27°c. 

 

4. Traitement des résultats 

Chaque expérience d’induction de l’embryogenèse somatique impliquant une 

combinaison de facteurs a été répétée six fois au minimum utilisant environ 4000 explants. Le 

nombre de réponses embryogènes a été collecté après 10 semaines de culture. Les données en 

fréquence (x) ont été transformées en arcsin√x (tranformation angulaire) et la fréquence 0 en 

1/4n (Steel et Torrie, 1960), n étant le nombre d’explants. Les variables transformées ont été 

soumises à une analyse statistique selon le modèle d’analyse  de la variance à 1 ou 2 critères 

de classification. Les différences significatives ont été soumises au test de Duncan (Duncan, 

1955). 

 

5. Etablissement de suspensions cellulaires  

5.1.  Initiation des suspensions cellulaires 

Les cals embryogènes des génotypes Zho et 865 ont été utilisés pour l’initiation des 

suspensions cellulaires. Des fragments de cals de 2 à 3 mm de diamètre fraîchement repiqués 

sur le milieu de maintenance  depuis 1 à 2 semaines sont  transférés en milieu liquide Ma2 

(Ma, 1991) utilisé généralement pour les suspensions cellulaires embryogènes chez le 

bananier (Ma, 1991;  Assani et al., 2002 et Guédira, 2006) (tableau 4). Ce milieu contient  

5µM de 2,4 D. Les cultures ont été initiées durant le premier mois de culture dans des 

Erlenmeyers de 100 ml contenant chacun 5 mL du milieu Ma2. 

Les suspensions initiées à partir de cals, sont  transférées après 2 mois  de culture dans 

des erlenmeyers de 250 mL. Ces récipients  contenant 50 mL du milieu Ma2 sont obturés par 

du coton et recouverts par un papier d’aluminium,  

Les cultures sont ensuite placées à la lumière sur un agitateur rotatif à 125 tours/mn. 
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Tableau 4: Composition du milieu Ma2 (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 µM 

Saccharose 45 g/L 

pH = 5,7 

 

 

 

5.2.  Dynamique de croissance 

Dans le but de déterminer la dynamique de croissance des suspensions, le volume 

cellulaire est mesuré toutes les 4 semaines. Pour ce faire, le contenu de l’erlenmeyer est 

déversé dans une éprouvette graduée stérile. Le volume cellulaire est déterminé après 

décantation.  

 

5.3. Etude histologique 

Des échantillons d’agrégats cellulaires sont fixés au minimum pendant 24 h au formol à 

10 %. Ils sont ensuite déshydratés dans un bain d’alcool 95° puis dans l’alcool absolu avant 

d’être plongés successivement dans  le toluène et la paraffine.  

Les fragments ainsi préparés sont inclus dans des blocs de paraffine et des coupes de 

4µm d’épaisseur sont réalisées au microtome. Le déparaffinage est réalisé à l’étuve  à 80°C 

pendant 30 mn  puis dans des bains de toluène 2 x 5mn.  

Pour l’hydratation, les lames sont plongées successivement dans l’alcool absolu, 95°, 

70° et enfin dans l’eau. 

La coloration débute par un traitement des lames à l’hematoxyline pendant 2 mn, lavées 

à l’eau, à l’eau acidifiée au Hcl 1% puis à l’eau ammoniacale 10 % pour bleuir les noyaux 

avant de laver à l’eau. La deuxième coloration se fait par traitement à la phloxine à 3% suivi 

par un lavage à l’eau. Les lames sont ensuite déshydratées à l’alcool 70° puis à l’alcool absolu 
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absolu. La dernière étape de la coloration comprend un traitement au safran suivi par 2 bains 

d’alcool absolu et un bain de toluène. 

Le montage se fait par un kit de baume de montage pour coupes histologiques (Eukit, 

labonord). 

 

6. Régénération d’embryons somatiques   

6.1. Régénération à partir de cals 

6.1.1. Expériences préliminaires 

La régénération des cals embryogènes et la maturation des embryons sont réalisées sur 

un ensemble de séquences de milieux  comprenant différentes compositions de régulateurs de 

croissance. Ces séquences impliquent soit la réduction de la concentration en auxines, 

l’introduction de cytokinines ou l’utilisation de l’acide abscissique et l’acide gibbérellique à 

différentes concentrations. Le milieu de base comprend toujours le milieu minéral de MS avec 

les vitamines de Morel et 30 g/L de saccharose. 

Dans des expériences préliminaires, Le milieu DK (2,4-D et kin à 1µM chacun) utilisé 

par Cavalcante-Alves  (1996) est comparé avec le même milieu de base additionné d’ABA à 

9,5 µM. Deux agents gélifiants sont comparés : l’agar (Kalys agar HP996) à 0,7% et le gelrite 

(phytagel p-8169) à 0,35%. Les embryons développés sont transférés sur le milieu de base 

sans régulateurs de croissance.  

Nous avons ensuite testé différentes séquences de milieux inspirées de la bibliographie. 

Ces séquences sont détaillées dans les paragraphes ci-après.  

 

6.1.2. Effet des séquences de milieux 

a. Milieu de prématuration  

Après deux semaines de culture sur le milieu d’entretien (Tableau 5), les  fragments de 

cals embryogènes qui présentent un bon aspect sont repiqués dans des boîtes de Pétri  

(9x1cm) contenant le milieu T (tableau 5) dépourvu de régulateurs de croissance afin de 

favoriser le développement des embryons somatiques (Von Arnold et al., 2002).   

Les cultures sont incubées à 27°c sous un éclairement d’environ 2000 lux durant 16 h 

par jour. 
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b. Milieux  de maturation  

Dans le but d’optimiser la régénération, les cals embryogènes et les agrégats 

cellulaires issus des suspensions qui développent des embryons somatiques sur milieu VM30 

et qui ne présentent pas de nécroses sont sélectionnés pour notre expérimentation.  

Sept milieux de maturation sont testés (Tableau 5). Pour chaque culture, un minimum 

de 5 cals ou agrégats cellulaires sont mis en culture dans des boites de pétri de 60 mm de 

diamètre. Chaque combinaison est répétée moins trois fois. 

Les cultures  sont incubées pendant 5 semaines à 27°c sous un éclairement d’environ 

2000 lux durant 16 h par jour.  

 

c. Milieux de germination  

Les cultures embryogènes qui possèdent des embryons verts ayant atteint le stade 

torpille avancé  ou cotylédonaire, sont isolées et transférées dans des tubes à essais (25x300 

mm). 

Trois milieux différents (MS, K1, G1) sont utilisés pour tester le développement de la 

partie aérienne et racinaire des plantules (tableau 6). 

Les cultures  sont incubées à 27°c sous un éclairement d’environ 2000 lux durant 16 h 

par jour. 

 

Tableau 5 : Composition des milieux de maturation  
 

 
Milieu de 

prolifération 
T DK A0,4B0,5 

ABA 

1.5 

ABA 

2.5 
ABA4 ABA4-G1 

Milieu minéral MS 

Vitamines Vitamines de Morel 

Saccharose 30 g/L 

ABA (µM) -    5,6 9,5 15 15 

BAP (µM) 1  1 2,2     

KIN (µM)   1      

2,4D (µM) 10        

AIA (µM)    2,2     

GA3 (µM)        1 

Gelrite (g) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 

pH 5,7 – 5,8 
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Tableau 6 : Composition des milieux de germination. 
 

 MS K1 G1 

KIN (µM)  1  

GA3 (µM)   2,85 

Gelrite (g) 2 2 2 

 

 

6.2. Régénération à partir de suspensions cellulaires 

Dans le but de  tester la capacité embryogène des suspensions cellulaires obtenues, 

Nous avons réalisé deux séries d’expériences. 

 Dans la première série, des parties aliquotes (0,3 à 0,4 mL) ont été étalées sur trois 

types de milieux solides. Les trois milieux de régénération primaires solides utilisés sont 

A0,4B0,5, et VM30  inspirés des travaux de Assani et al. (2002) et Guédira (2006) sur le 

bananier ainsi que sur un milieu comprenant l’ABA  à 1,5 mg/L (tableau 7). 

 

 

Tableau 7 : Composition des  milieux A0.4B0,5 , et  VM30 et  ABA 1,5 
 

 

 

                      
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 A0.4B0,5 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 

Wetmore 

Morel et 

Wetmore 

Morel et 

Wetmore   

BAP (µM) 2,2   

AIA (µM) 2,2   

ABA (µM)  5,6  

Saccharose 30 g/L 30 g/L 30 g/L 

Gelrite 3 g/L 3 g/L 3 g/L 

pH 5,7 
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Par la suite, les agrégats vivants et évolutifs ont été repiqués successivement sur 

différents milieux de maturation dans le but de déterminer la séquence de milieux optimaux 

pour la conversion des embryons somatiques en plantes entières. 

La deuxième série d’expériences, a été réalisée uniquement avec cv865. Des parties 

aliquotes de 0,5 mL de volume cellulaire sont étalées sur un milieu de prématuration sans 

régulateurs de croissance avant d’être repiqués sur des milieux de maturation conformément à 

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

 

6.3. Observations et traitement des résultats  

La maturation est estimée par comptage des embryons somatiques à différents stades 

de maturation pendant 4 semaines à raison d’une observation par semaine. Les nombres 

d’embryons observés à la troisième semaine sont traités par analyse de la variance à 5 % et les 

différences significatives sont classées par le test de Duncan (Duncan, 1955). 

Le pourcentage de conversion des embryons somatiques sur milieu de germination est 

calculé comme suit : 

100
repiquageavant  embryonsd'  totalNombre

agrégatou  calpar  obtenues plantules de Nombre ×=P  

La moyenne et l’erreur sont calculées pour ce paramètre.  

 

6.4. Détermination du niveau de ploïdie  par cytométrie en flux 

Parmi des centaines de plants issus d’embryons somatiques du cultivar Zho un 

échantillon de 50 clones ont été sélectionnés au hasard et multipliés pour l’étude de la stabilité 

génétique. La cytométrie en flux a été utilisée pour quantifier l’ADN pour la détermination du 

niveau de ploïdie comme décrit par Fock et al. (2001). Brièvement, 1 cm2 de feuille à partir de 

vitroplants est finement coupé dans 1 mL de tampon contenant les minéraux CPW (Frearson 

et al. 1973), le mannitol à 0,5M, 0,25 % (w/v) de PEG, 0,5% (w/v) triton X-100 et 0,25% 

(v/v) de mercaptoéthanol à pH6,5-7. Les échantillons bruts sont passés à travers un filtre de 

nylon (40µM de diamètre) et colorés par le 4,6diamidino-2-phenylidole (DAPI, 5µg mL-1). 

L’analyse de l’ADN est réalisée sur cytométrie en flux PARTEC CA II (Chemunex, Maison 

Alford, France) équipé d’une lampe de mercure 100 W (type HBO). La fluorescence bleue à 

455 nm a été enregistrée en fonction du contenu en ADN.  Les plants parentaux (6X) de 

patate douce (2n=6x=92 chromosomes) (Srisuwan et al., 2006) ont été utilisés comme 

références externes pour étalonner l’échelle de fluorescence. La distribution de l’ADN a été 
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analysée en utilisant DPAC software sur des histogrammes générés à partir au moins 10000 

noyaux. 

 

7. Transformation 

7.1. Souches bactériennes 

Trois souches d'Agrobacterium tumefaciens ont été successivement utilisées : 

� La première appelée GUSMVE comprend le plasmide C58C1 (GV2260). Le 

vecteur binaire pBinGUSint porté par cette souche comprend deux  gènes 

marqueurs : Gus qui code pour la β-glucuronidase qui a la caractéristique 

d'hydrolyser le substrat incolore X-gluc en un produit coloré en bleu et le gène 

nptII conférant la résistance à la kanamycine.  

� La deuxième souche appelée GV 3101-pTHW136 a été par la suite utilisée. 

Elle comprend un plasmide binaire qui porte les mêmes gènes que 

précédemment. Le plasmide Ti désarmé utilisé est représenté ci-après :  

 

Figure 3 : structure de l’ADN-T de la souche GV 3101-pTHW136 
 

 

� La souche C58C1RifR (pGV2260) d’ construite au laboratoire de Gembloux 

portant le vecteur de transformation pBECKS19 dérivant de pBin19, une 

souche bactérienne construite au laboratoire de Gembloux. La cassette de 

transformation contient le gène nptII qui confère la résistance à la kanamycine 

chez les plantes transformées ainsi qu’un site multiple de clonage Ω pour 

l’insertion d’un gène placé sous le contrôle du promoteur 35S du CaMV35. 
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Dans le cas de notre souche, la construction s’appelle pB19YAXTR12.6 et 

porte le gène codant pour une protéine PVY portant des mutations au domaine 

AX (384-390). Le gène a subi une mutagenèse dirigée donnant la double 

mutation pzpolpvymutax. Les mutations ont donné les effets suivants : 

Mutation K389 : 1176 AAG → AAC 

Mutations R385, R387, R388 1164 AGAACAAGAAGG → 

AACACAAACAAC 

 

7.1.1. Préparation des souches bactériennes 

Les souches, conservées à l'état congelé, sont étalées sur milieu  solide. Des  colonies 

sont remises en suspension dans 40 ml de milieu liquide et laissées à incuber en agitation à 

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

 

7.1.2. Infection et coculture 

La suspension bactérienne est soumise à un dosage au spectrophotomètre (λ=600nm) 

suivi d’une dilution en milieu liquide de manière à obtenir une absorbance comprise entre 0.4 

et 0.6. Cependant, dans les premières expériences, la suspension bactérienne était  diluée au 

un quart sans dosage. 

Les plantules de patate douce âgées d’environ 8 semaines, sont sorties des tubes 

(Figure A) et disséquées dans des conditions aseptiques (Figure B et C). Trois types 

d’explants sont isolés: des fragments d’entrenoeuds, des morceaux de pétiole et des nœuds qui 

sont entaillés légèrement au niveau du bourgeon (Figure D et E). Les nœuds ébourgeonnés  

ont été utilisés pour la majorité des expériences.   

Les explants  sont ensuite plongés dans la solution bactérienne diluée (Figure F) qui 

est agitée légèrement au vortex pendant 10 secondes (Figure G). Après une durée de 10 à 30 

mn suivant les expériences, les explants  sont prélevés, épongés dans une boite de pétri stérile 

comprenant un papier filtre stérile (Figure H) et ensemencés dans des boîtes de Pétri de 10 cm 

de diamètre contenant le milieu 440 dépourvu d’antibiotiques (annexe 2).  
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Figure 4 : les différentes étapes de la transformation génétique de la patate douce. A: 
plantules âgées d’environ 8 semaines. B, C et D: dissection dans des conditions 
aseptiques. E : incision au niveau du bourgeon axillaire. F : immersion dans la solution 
bactérienne. G : agitation au vortex pendant 10 secondes. H : séchage entre deux feuilles 
de papier filtre. 

 

 

 

 



70 
 

7.1.3. Culture et repiquages 

Après 48 h, les  explants sont repiqués sur le milieu 441 qui est additionné de 500 mg/l 

de céfotaxime ou de timentine (ticarcilline/acide clavulanique). Ces antibiotiques servent à 

bloquer la croissance bactérienne. 

Les observations sont réalisées chaque semaine pour suivre la régénération des 

bourgeons et noter leur coloration. Au bout de trois à quatre semaines environ, les pousses 

vertes régénérées sont découpées en explants uninodaux et repiqués sur le milieu de 

multiplication comprenant les antibiotiques mais sans régulateurs de croissance. 

 

7.1.4. Régénération  

Après 48 h, les nœuds ébourgeonnés sont repiqués sur le milieu de régénération 442 

(cf. annexe 2) qui comprend la timentine (ticarcilline/acide clavulanique) à 500 mg/l. Cet 

antibiotique  a montré une meilleure efficacité par rapport à la cefotaxime utilisé auparavant.  

 

7.2. Observations  

Pour chaque boîte, on note le nombre d’explants ayant régénéré par rapport à 

l’ensemble des explants ensemencés. Les plantules régénérées doivent être multipliées sur 

milieu 442 afin de constituer des clones qui serviront aux tests Kanamycine et aux études 

moléculaires. 

 

7.3. Test à la kanamycine  

 Des nœuds représentant les clones régénérés sont repiqués sur le milieu 443 (annexe 

2) afin de tester leur résistance à la kanamycine. La concentration de kanamycine dans le 

milieu doit tenir compte de la sensibilité de chaque cultivar. D’après les manipulations 

précédentes, cette concentration est  de 75 mg/l pour Zhounang 13 et 100 mg/l pour 953. Les 

nœuds des clones résistants se développent normalement alors que les non résistants donnent 

des bourgeons blancs qui n’évoluent pas. 

 

7.4. Test Gus  

Les fragments de feuilles  sont placés en tubes eppendorfs et recouverts par 50 à 75 µl 

de la solution pour la détection du gène GUS comprenant : le ferricyanure de potassium et le 

ferrocyanure de potassium 1%, le X-Gluc à 5 % et le tampon phosphate à 93 % (annexe 2). 
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Les tubes eppendorf sont placés au bain marie à 37 °c pendant 2 à 8 heures selon 

l’intensité de la coloration. Les échantillons sont rincés 3 fois avec du tampon phosphate et 

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

  

7.5. Analyse moléculaire 

Ce test consiste à détecter les séquences transgéniques au sein de l’ADN de la plante.  

 

7.5.1. Extraction de l’ADN total  

L’ADN total est extrait des feuilles de vitroplants âgés de 8 semaines grâce à un kit 

d’extraction (Dneasy Plant mini kit, Qiagen). L’isolement et la purification de l’ADN total 

sont réalisés sur des colonnes de résine anioniques. Cette méthode ne requiert qu’une faible 

quantité de matériel végétal: 100 mg de feuilles. 

Le broyage des feuilles se fait au Dangoumeau, à froid, à l’aide d’une bille d’acier. Le 

protocole suivi est celui proposé par Qiagen (Annexe 3). 

L’ADN bactérien servira comme témoin positif et celui de plantes non infectées (Z13 

et 953) comme témoin négatif. 

 Les solutions d’ADN total sont conservées à -20°C jusqu’à leur utilisation.  

La qualité et la quantité de l’ADN extrait sont évaluées par électrophorèse sur gel 

d’agarose par comparaison avec un ADN témoin dont la quantité est connue. Une quantité 

aliquote des échantillons d’ADN (5 µL) est mélangée à 15 µL de tampon TBE  0,5x (Tris 

Borate EDTA) et 3 µL de tampon de charge (Annexe 3) contenant du bleu de bromophenol 

avant d’être déposée sur un gel d’agarose à 0,7 % préparé à partir de TBE 0,5x et contenant 

0,1 µg/mL de bromure d’éthidium (BET). Un témoin de masse moléculaire (le marqueur de 

taille de 1kb;  ladder Biolobs) sert de référence quantitative.  

La migration dure environ 2 heures 30 minutes sous une tension de 80 V. L’évaluation 

de la concentration en ADN des différents échantillons est réalisée après photographie sur une 

table à ultraviolet, par comparaison de l’intensité de la fluorescence des bandes d’ADN des 

échantillons avec les bandes du marqueur moléculaire.  

Des échantillons de ces ADN sont prélevés et amplifiés par PCR en présence 

d’amorces spécifiques.  
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7.5.2.  Composition du milieu réactionnel 

Les réactions PCR permettant d’amplifier les séquences ciblées dans un milieu 

réactionnel comportant : 30 ng d’ADN, le tampon d’amplification (concentré 10 fois) 

contenant 1,5 mM de MgCl2, 25 µM de chaque dNTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), 0,2 µM 

de chacune des deux amorces (GUS et NPTII) et 1 U de Taq DNA polymérase (Appligene) et 

un volume d’eau stérile nécessaire pour compléter le volume réactionnel à 25 µL (Annexe 3). 

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

   

7.5.3.  Amplification de l’ADN 

Le programme d’amplification est réalisé dans un thermocycleur Touchgene (Techne) 

et compte une dénaturation  initiale de l’ADN à 94°C pendant 10 mn. L’amplification se 

produit au cours de 35 cycles comprenant une étape de dénaturation de l’ADN de 1 mn à 

94°C; 1mn à Tm (50°c)  et 1 mn à 72°C. Une élongation supplémentaire de 5 mn à 72°C 

termine l’amplification à la fin des 35 cycles.   

A la fin de la réaction PCR, le tampon de charge contenant le bleu de bromophénol 

(annexe 3) est ajouté aux produits d’amplification au 1/10 du volume. 

 

7.5.4.  Analyse des produits d’amplification : 

La séparation préalable des produits d’amplification est réalisée sur gel d’agarose à 

1.4%  pendant 3 à 5 h à 100 V. Les fragments amplifiés sont mis en évidence sur une table à 

ultraviolets après coloration par le Bet (0,1 µL). Les gels sont ensuite photographiés (film 

polaroïd). 
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RESULTATS ET DISCUSSION 
 

 

 

 

1. Induction de cals  embryogènes 

1.1. Evolution des explants en culture 

Les bourgeons (figure 5A) mis en culture commencent par se gonfler légèrement 

durant les deux premières semaines de culture. Ils perdent leur consistance compacte et 

deviennent vitreux et liquéfiés. Des structures embryonnaires, formées de masses compactes 

nodulaires à petites cellules, émergent de cette masse mucilagineuse (figure 5B).  

Ces structures présentent souvent une coloration rouge due à la présence 

d’anthocyanes (figure 5C). Ces structures embryonnaires grossissent pour former une masse 

embryogène compacte (figure 5D). Le repiquage de ces structures sur un milieu neuf permet 

leur développement en cal embryogène rouge (figure 5D) ou jaune suivant les génotypes.  

Le cal comprend une partie compacte noduleuse riche en embryons et une partie molle 

mucilagineuse blanchâtre (figure 5D). Au cours des repiquages successifs, cette partie molle 

se régénère constamment  et donne de nouvelles structures embryonnaires. 

Certains explants forment de petits cals qui dégénèrent rapidement ou des cals non 

embryogènes blancs ou bruns friables à croissance rapide formées de cellules allongées très 

vacuolisées. 

La capacité de formation des cals embryogènes varie  à la 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 
embryogène rougeâtre au sein d’une masse mucilagineuse laiteuse cv Zho (B) structures 
embryogènes rouges emergeant à partir de la masse laiteuse cvZho (C) cal embryogène 
nodulaire rouge du cv Zho. Les flèches indiquent les parties compactes embryogènes. 
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1.2. Effet de l’agent gélifiant 

L’effet de deux types d’agents gélifiants, agar et gelrite, a été testé pour l’induction de 

la réponse embryogène chez six cultivars de patate douce (Tableau 8). L’analyse de la 

variance appliquée au pourcentage de réponse embryogène a montré des effets hautement 

significatifs de l’agent gélifiant et du génotype. Indépendamment du génotype, le milieu 

solidifié avec l’agar a donné la meilleure réponse embryogène estimée à 3,53 % alors que très 

peu de bourgeons axillaires  ont formé des cals embryogènes sur gelrite avec seulement  0,45 

%. Parmi les six génotypes testés, seuls trois qui sont Zho, 865 et 90 ont produit une réponse 

embryogène (Tableau 8). 

La meilleure réponse embryogène a été obtenue chez les cultivars Zho et 865 sur le 

milieu solidifié avec l’agar et contenant 5 µM de 2.4.5T. Les pourcentages obtenus sont 

respectivement de 10,7 pour Zho et 14,68 % pour 865. Malgré l’absence d’interaction 

significative entre le génotype et l’agent gelifiant, seuls 1,46 % des bourgeons axillaires de la 

variété 90 ont donné des cals embryogènes dans un milieu solidifié avec la gelrite et 

contenant 10 µM de 2,4,5-T. Ce pourcentage de réponse embryogène n’était pas 

significativement différent de zéro (Tableau 8). 

 

Tableau 8: pourcentage de réponse embryogène de 6 cultivars de patate douce 
après 10 semaines de culture dans le milieu d’induction comprenant deux 
concentrations (5 et 10 µM) de 2.4.5T et solidifiés soit avec l’agar ou la gelrite. 
Les valeurs suivies des mêmes lettres ne sont pas significativement différentes au 
risque de 5 %. 
 
Genotype Agar Gelrite Moyenne 

 5µM 2,4,5-T 10µM 2,4,5-T 5µM 2,4,5-T 10µM 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, le 2.4D, le 2.4.5T (5 ou 10µM) et le 

piclorame (10µM) sur la réponse embryogène chez  6 cultivars de patate douce cultivés sur 

des mileux solidifiés avec de l’agar (Tableau 9). 

L’analyse de la variance appliquée sur la fréquence de la réponse embryogène a 

montré un effet hautement significatif à la fois du type d’auxine, du génotype et de leur 

interaction (Tableau 9). L’effet du type d’auxine sur la réponse embryogène dépend donc du 

génotype. Il est surprenant que seuls deux cultivars, Zho et 856 ont été induits à former 

quelques cals embryogènes sur le milieu comprenant une faible teneur en 2.4-D (5 µM), alors 

qu’une teneur plus élevée en  2,4-D (10 µM) n’est pas efficace pour induire une réponse 

embryogène chez tous les cultivars (Tableau 9). Au contraire, les meilleurs résultats ont été 

obtenus avec  cv Zho en présence de 2,4,5-T ou de Piclorame, produisant en moyenne 10.33% 

de réponse embryogène quelle que soit la concentration utilisée. Le génotype 865 a donné  

14.7 % de réponse embryogène à 5 µM de 2,4,5-T et seulement  6.59 % à 10 µM de 

Piclorame  (Tableau 9). 

 

Tableau 9: effet des auxines (2,4-D, 2,4,5-T et Piclorame) sur l’induction de 
l’embryogenèse somatique chez 6 cultivars de patate douce. La réponse 
embryogène (%) a été observée après  10 semaines de culture dans le mileu 
d’induction solidifié par 7g/L d’agar. Les valeurs suivies de la même lettre ne 
sont pas significativement différentes au risque de 5 %. 
 

Génotype Piclorame 2,4,5-T 2,4-D Moyenne 

 10µM 5µM 10µM 5µM 10µM  

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

Guangshu 0.00cdef 0.00cdef 0.00cdef 0.00cdef 0.00cdef 0.00 

953 0.00cdef 0.00cdef 0.00cdef 0.00cdef 0.00cdef 0.00 

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

90 0.00cdef 0.00cdef 0.00cdef 0.00cdef 0.00cdef 0.00 

Duclos 11 0.00cdef 0.00cdef 0.00cdef 0.00cdef 0.00cdef 0.00 

Moyenne 2.87 4.23 2.83 1.18 0.00 2.22 
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1.4. Induction de cals embryogènes chez le clone marocain 

La patate douce est couramment commercialisée et consommée au Maroc mais à 

échelle réduite. Cependant, il n’y a pas de variétés inscrites dans le catalogue national. Les 

résultats obtenus avec les variétés chinoises nous ont encouragés à travailler en parallèle avec 

la patate douce cultivée et commercialisée au Maroc. Nous avons donc constitué un clone  à 

partir de la patate vendue dans le commerce et nous avons appliqué le même protocole 

d’induction de cals embryogènes utilisé précédemment. Nous avons testé trois auxines 

synthétiques : le 2,4,5T, le piclorame et le dicamba.  Les résultats obtenus sont présentés dans 

le tableau 10. 

 

 

Tableau 10 : effet de différentes concentrations d’auxine sur la réponse 
embryogène chez le clone marocain. 
 

Génotype Témoin 2,4,5-T Piclorame  Dicamba  

  5µM 5µM 10µM 15µM 5µM 10µM 15µM 

M 0 15,5 ± 5 4,1 ± 4,1 10 ± 3,9 10 ± 1,5 3,8 ± 2,2 4 ± 2,3 0 

 
Les réponses embryogènes optimales chez la patate douce locale sont obtenues en 

présence du  2,4,5T à 5µM (15,5  ± 5 %) et le piclorame à 10 et 15 µM avec respectivement 

10 ± 3,9 % et 10 ± 1,5 %. L’erreur standard montre que la différence n’est pas significative 

entre ces 3 traitements. 

 

1.5. Entretien des cals embryogènes 

Le cal compact embryogène est multiplié par subcultures (repiquage) régulières sur un 

milieu frais identique à celui utilisé pour l’induction dans un intervalle de 2 mois (Figure 6A 

et 6B). Les cals présentent une pigmentation qui diffère suivant les clones. Les cals de Zho 

sont rouges (Figure 6A et C), ceux de 90 et du clone Marocain jaunes verdâtres (Figure 6A et 

C) alors que ceux de 865 sont rouges au départ mais deviennent jaunes pendant les repiquages 

(Figure 6D). Les cultures sont  maintenues à l’obscurité. Au cours des repiquages successifs, 

les cals embryogènes développent de nouvelles parties embryogènes. Au sein de ces cals se 

développent aussi de nouvelles masses laiteuses mucilagineuses à partir desquelles se forment 

de nouveaux fragments de cals compacts embryogènes. Cependant, on constate que les cals 
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embryogènes développent aussi des parties non embryogènes blanches ou jaunâtres friables 

(Figure 6D) à croissance rapide avec des cellules allongées vacuolisées. Certains secteurs du 

cal deviennent nécrosés bruns (Figure 6E). Les parties nécrosées et les cals friables non 

embryogènes doivent être minutieusement éliminées. En effet, les nécroses peuvent 

provoquer une nécrose générale alors que le cal non embryogène qui se développe beaucoup 

plus rapidement que le cal embryogène envahit complètement les cultures et provoque une 

perte irréversible de la capacité embryogène. Une meilleure prolifération du cal embryogène 

est sélectivement stimulée  sur un milieu contenant soit  5 µM de 2,4,5-T  ou une combinaison 

de 10 µM de 2,4-D et  1 µM de BAP ou de kinetine. En plus, nous avons remarqué que le 

milieu solidifié avec du gelrite à 2,5 ou 3 g/L présente une meilleure croissance du cal par 

rapport à celui qui est solidifié avec de l’agar à 7 g/L. En appliquant cette procédure, certains 

cals embryogènes ont été maintenus deux à trois années tout en gardant leur capacité à 

régénérer des plantes. 

Les embryons somatiques restent au stade globulaire ou cordiforme en présence de 

l’auxine. Certains embryons évoluent vers les stades avancés et deviennent verts (figure 6F) 

surtout en présence de piclorame. Ils se développent en plantules après leur repiquage sur 

milieu MS sans régulateurs de croissance. 
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Figure 6 : les cals embryogènes chez cv Zho (A et C), 90 (B), cals de cv 865 avec début 
d’apparition de cals non embryogènes (D), cals avec nécroses (E) et cals avec un début 
de développement d’embryons somatiques (F). 
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1.6. Discussion  

Dans cette étude, l’embryogenèse somatique a été régulièrement induite chez trois 

cultivars cv Zho, 90 et 865. Des cals embryogènes très compacts se développent  à partir de 

masses laiteuses mucilagineuses. Ces cals embryogènes avec leur potentiel de conversion en 

plantes ont  régulièrement été entretenus pendant plus de deux ans par repiquage sur un milieu 

contenant 5 µM 2,4,5-T ou une  combinaison de 10 µM de 2,4-D avec 1 µM de BAP ou 

kinétine. L’agent gélifiant et la teneur en régulateurs de croissance ont montré un effet 

significatif sur l’induction de l’embryogenèse somatique chez la patate douce. L’agent 

gélifiant est généralement considéré uniquement comme un support solide protégeant 

l’explant contre l’immersion et l’asphyxie. Cependant, l’utilisation de milieux solides réduit 

les phénomènes de diffusion limitant ainsi le mouvement de certains éléments nutritifs 

(Laroche, 1997). En plus, la croissance des explants cultivés peut être affectée par des 

substances inhibitrices libérées par des tissus végétaux nécrosés et qui se concentrent autour 

des explants (Johansson, 1986). Ces effets dépendent du type et de la concentration de l’agent 

gélifiant utilisé. Le gelrite assure généralement une meilleure disponibilité en eau (Buah and 

al., 1999; Scherer and al., 1988). De même, des molécules inhibitrices produites par l’explant 

comme les phénols diffusent plus aisément au sein du milieu solidifié par le gelrite (Huang 

and Chi, 1988). En plus, cet agent gélifiant contient une teneur plus élevée en ions Ca, K, Mg 

et Fe par rapport au milieu solidifié avec de l’agar qui contient 3 fois plus de d’ions Na 

(Barbas and al., 1993; Cornu and Jay-allemend, 1989; Naim and al., 1995). 

Dans cette étude, une meilleure induction de l’embryogenèse somatique chez la patate 

douce a été obtenue lorsque l’agar est utilisé comme agent gélifiant. En milieu liquide, 

l’induction était complètement inhibée (données non publiées). Ceci peut expliquer un 

pourcentage plus faible d’induction sur gelrite où l’eau est plus disponible.L’interaction entre 

le génotype et la combinaison de régulateurs de croissance s’est avérée significative dans 

notre travail. L’induction de l’embryogenèse somatique a été réussie en présence d’une faible 

teneur en 2,4D pour deux cultivars Zho et 865. Mais les meilleurs résultats ont été obtenus 

avec le 2,4,5-T et le  Piclorame comme déjà observé dans d’autres travaux (Al Mazrooei and 

al., 1997; Otani et Shimada, 1996). Dans notre travail, les cultivars Duclos11, Quangshu et 

953 n’ont donné aucune réponse embryogène quel que soit le traitement utilisé alors que des 

cals embryogènes ont déjà été obtenus à partir de ces mêmes cultivars (Cavalcante-alves et 

al., 1994). Ce résultat est à priori surprenant même si la capacité à développer des embryons 

somatiques est en général sous contrôle génétique  (Debuyser et al., 1992), et particulièrement 

chez la patate douce (Cavalcante-Alves et al., 1994; Al-Mazrooei et al., 1997; Sim et Cardosa, 
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2005). L’absence de réponse embryogène chez ces génotypes pourrait être due à la variation 

dans le stade  développemental et  physiologique des  vitroplants utilisés, affectant ainsi le 

comportement des bourgeons axillaires en culture. En effet, il a été montré dans d’autres 

travaux que  la réponse embryogène des bourgeons axillaires dépendait beaucoup de la taille 

des bourgeons ensemencés. Seuls les bourgeons dont la taille est comprise entre 0.5-1 mm 

sont favorables pour une réponse embryogène (Al-Mazrooei et al., 1997). Des facteurs 

endogènes comme le niveau des régulateurs de croissance endogènes au sein des explants 

ainsi que l’interaction entre les régulateurs endogènes et exogènes peuvent influencer la 

réponse embryogène (Jimenez, 2005). Dans cette étude, nous confirmons les résultats obtenus 

par Cavalcante-Alves et al. (1994) pour l’absence de réponse embryogène chez le cv Duclos 

11. De même, cv Jewel, qui est utilisé dans beaucoup de programmes d’amélioration 

génétique, a aussi été trouvé inapte à donner une réponse embryogène (Desamero et al., 1994; 

Pido et al., 1995). 

 

2. Les suspensions cellulaires embryogènes   

2.1. Mise en place et évolution des suspensions cellulaires 

Nous avons utilisé pour la mise en place des suspensions cellulaires des cals 

embryogènes des cultivars 865 et Zho relativement jeunes c'est-à-dire  initiés depuis moins de 

trois mois et fraichement repiqués dans le milieu d’entretien contenant 5 µM de 2,4,5T deux 

semaines avant.  

Un fragment de 2 à 3 mm de diamètre est placé dans une erlenmeyer de 100 mL 

contenant 10 mL de milieu Ma2 avec 5 µM de 2,4 D (tableau 4).  Les erlenmeyers sont placés 

dans l’agitateur et exposés à la lumière. Après environ 8 semaines, les suspensions cellulaires 

embryogènes sont repiquées dans des erlenmeyers de 250 mL contenant 50 mL de milieu. 

Chez les deux cultivars Zho et 865, les fragments de cals mis en culture grossissent 

légèrement formant des petites masses blanches avec des taches rouges (Figure 7A et 7B). 

Ces masses ont tendance à se fragmenter facilement sous l’effet de l’agitation ou en contact 

avec la pointe de la pipette lors des repiquages. Ainsi, le milieu liquide en agitation est envahi 

progressivement d’agrégats de plus en plus nombreux et fins ce qui aboutit à la mise en place 

de la suspension cellulaire embryogène limpide constituée d’agrégats cellulaires embryogènes 

(Figure 7D) rouges chez cvZho et cv865 mais peuvent devenir jaunes chez cv865 (Figure  

7C).  

Ces agrégats rouges ou jaunes suivant les cultivars présentent en fait  une partie 

blanche qui rappelle la partie mucilagineuse des cals embryogènes  parsemée de points rouges 
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(Figure 7D) ou jaunes suivant les cultivars. Nos estimations indiquent que leur taille varie de 

0,3 à 3 mm. Le milieu est limpide à cause de l’absence de cellules isolées ou d’agrégats très 

fins. 

Les suspensions cellulaires embryogènes peuvent être brusquement envahies par des 

cellules non embryogènes à croissance rapide. De telles suspensions deviennent très troubles 

jaunes à brunes (Figure  8A). Les agrégats embryogènes ont tendance à être noyés dans les 

cellules et des agrégats fins non embryogènes à croissance beaucoup rapide (Figure 8B). Les 

cellules non embryogènes sont vacuolisées, très allongées parfois recourbées en forme de 

banane (Figure 8C). Les suspensions perdent alors irréversiblement leur compétence 

embryogène. 

Le risque de perte de la compétence embryogène semble se réduire lorsque les 

suspensions sont entretenues régulièrement par repiquage sur un milieu frais. Ainsi, parmi les 

12 erlenmeyers initiées, une seule a été envahie par les cellules non embryogènes. 
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Figure 7 : Mise en place des suspensions cellulaires embryogènes. A ; petits cals blancs 
avec des points rouges pendant l’installation de la suspension de cv Zho.  B : suspension 
de cvZho avec de gros  agrégats rouges. C : suspension de cv865 avec des agrégats 
jaunes. D : Suspension cellulaire de cv Zho avec des agrégats rouges. 
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Figure 8 : structure des suspensions non embryogènes chez cv865 ;  A : aspect général 
dense et trouble. B : agrégats cellulaires fins et cellules isolées. C ; aspect général des 
cellules sous microscope x200. 
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2.2. Structure cellulaire des suspensions embryogènes 

Les suspensions cellulaires embryogènes sont constituées d’agrégats cellulaires formés 

de deux parties : une partie blanche lisse centrale et des bosses périphériques rouges chez cv 

Zho et chez cv 865 mais les bosses rouges peuvent devenir jaunes chez ce dernier.  

Dans le but d’observer la structure de ces agrégats nous avons réalisé des coupes 

histologiques (Figure 9). Au faible grossissement, on observe deux parties au niveau des 

coupes histologiques. Une partie centrale correspondant probablement à la partie blanche qui     

parait claire alors que des plages périphériques arrondies paraissent plus denses (Figure 9A). 

Les cellules des deux parties sont isodiamétriques et entourées d’une paroi fine (Figure 9B). 

La partie centrale claire présente des cellules vacuolisées avec un petit noyau allongé et situé 

à la périphérie (Figure 9C) alors que les parties arrondies sont formées de cellules à 

cytoplasme très dense et fortement coloré et un gros noyau  en position centrale  (Figure 9D).. 

 Toutes ces caractéristiques montrent que les cellules centrales sont faiblement 

différenciées.  Par contre, les cellules périphériques présentent toutes les caractéristiques des 

cellules non différenciées  de type embryonnaire. 
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Figure 9 : Structure histologique des agrégats cellulaires embryogènes : vue d’ensemble 
de la coupe  x 10 (A), les parties centrales claires et les parties périphériques plus 
sombres  x 40 (B), cellules vacuolisées avec noyau périphérique (flèche)  au niveau de la 
partie centrale x 100 (C) et cellules très jeunes avec cytoplasme granuleux dense et un 
gros noyau central (flèche)   x 100 (D). 
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2.2.1. Cinétique de croissance  

Malgré des difficultés techniques, rencontrées, nous avons réussi à suivre la cinétique 

de croissance d’une suspension cellulaire du cv 865 (Figure 10). La courbe de croissance 

présente une forme sinusoïdale classique avec trois phases de croissance : la première est une 

phase de latence observée entre 0 et 2 semaines et caractérisée par une croissance faible. La 

deuxième est la phase exponentielle avec une croissance rapide et linéaire. La dernière phase 

est la phase stationnaire où la croissance atteint un palier.  

 

Figure 10: cinétique de croissance de la suspension  cellulaire embryogène du cv 865 
(mL) 

 

Nous avons aussi essayé de réaliser des cinétiques sur d’autres suspensions cellulaires 

notamment pour cv Zho, mais des problèmes d’infection et de stabilité de la température dans 

la salle de culture n’ont pas permis de finir cette étude. 

 

2.3. Discussion  

Les suspensions cellulaires embryogènes présentent beaucoup d’avantages par rapport 

au milieu solide. Les cultures présentent un meilleur contact avec le milieu et donc de 

meilleures conditions de croissance. Ces suspensions sont aussi plus faciles à isoler et à 

manipuler. 

Nous avons réussi dans ce travail à installer des suspensions cellulaires chez deux 

cultivars Zho et 865. L’aspect de ces suspensions est similaire à ceux décrits dans d’autres 
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travaux comme ceux de Chée et Cantliffe (1988) chez cv white star et Liu et al. (2001) chez 

15 cultivars chinois. La cinétique de croissance de cette suspension présente une forme 

sigmoïde classique conformément à ce qui a été décrit par Chée et Cantliffe (1989a) 

La mise en place et la croissance des suspensions cellulaires ont été réalisées en 

présence de 5 µM de 2,4-D. La même concentration a été utilisée par Chée et Cantliffe 

(1989). Il est surprenant que la même concentration soit utilisée pour les suspensions 

cellulaires de bananier (Guédira, 2006) malgré l’éloignement des deux plantes sur le plan 

systématique. Liu et al. (2001) ont utilisé une concentration de 9 µM. Le 2,4-D serait 

nécessaire pour stimuler sélectivement la prolifération des cellules embryogènes (Chée et 

Cantliffe, 1989a).  

Comme décrit par d’autres auteurs,  les suspensions cellulaires chez la patate douce 

sont un mélange de cals, d’agrégats cellulaires embryogènes et non embryogènes. Les 

suspensions embryogènes sont formées d’agrégats cellulaires hétérogènes comme pour Chée 

et Cantliffe (1989). Notre étude histologique a prouvé que ces agrégats sont  formés de 

cellules à caractère embryonnaire en périphérie et faiblement vacuolisées au centre. Le mode 

de transition entre ces agrégats et les embryons nécessite des études supplémentaires à la fois 

histologiques et moléculaires. 

Nos suspensions embryogènes sont formées d’agrégats relativement grands qui 

flottent dans un milieu limpide alors que les suspensions non embryogènes sont 

essentiellement formées de cellules isolées ou des agrégats de petite qui rendent le milieu très 

trouble. Une description similaire est présentée par. Chée et Cantliffe (1989a) et Chée et al. 

(1990). Ces auteurs ont montré que 98 % de la fraction embryogène est composée d’agrégats 

de taille supérieure ou égale à 355 µm.  

Nous aussi avons remarqué que les agrégats augmentent de taille pendant la croissance 

avant d’éclater sous l’effet de l’agitation ou pendant les repiquages. Les nouveaux agrégats se 

forment et se détachent à partir des agrégats préexistants comme décrit par Chée et Cantliffe 

(1989a) chez White star alors que chez la carotte, les agrégats se forment à partir de cellules 

isolées. 
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3. Régénération à partir de cals embryogènes et de suspensions cellulaires 

3.1. Régénération à partir de cals embryogènes 

Dans cette partie, nous avons essayé de déterminer les conditions optimales de la 

régénération d’embryons somatiques à partir de cals embryogènes cultivés sur le milieu solide 

et aussi celles de leur conversion en plantes. 

Des études préliminaires réalisées avec des cals embryogènes des cv Zho, 865 et 90 

ainsi que des cals anciens du cv Qu nous ont permis d’avoir une première idée sur les 

conditions nécessaires pour la régénération des cals. Ainsi, contrairement à la phase 

d’induction, la présence de gelrite en tant qu’agent gélifiant semble favorable au maintien  des 

cals embryogènes et à la régénération de plantes. Les auxines synthétiques fortes utilisées 

pour l’induction se sont révélées inhibitrices pour la régénération. Néanmoins, un petit 

nombre d’embryons évolue vers les stades avancés lorsque les cals restent longtemps sur le 

milieu d’entretien, probablement à cause de l’épuisement de l’auxine. 

L’utilisation d’un milieu de régénération sans régulateurs de croissance favorise la 

régénération mais le nombre d’embryons obtenus est faible et les cals  ont tendance à se 

nécroser rapidement ou à devenir friables et non embryogènes.  

Cependant, l’utilisation de milieux avec une réduction de l’auxine synthétique voire 

son absence, combinée avec l’addition d’autres régulateurs de croissance semble très 

favorable à la régénération. C’est le cas du milieu DK (2,4D et kin à 1µM) utilisé auparavant 

par Cavalcante-Alves (1996) et aussi les milieux comprenant l’acide abscissique à des 

concentrations comprises entre 1 à 5 mg/L, qui ont été largement utilisés par d’autres auteurs 

(Zheng et al., 1996 ; Sim et Cardosa, 2005). Les cals embryogènes du cv Zhounang 13 ont 

montré une régénération optimale pour 1,5 mg/L d’ABA (Sihachakr, communication 

personnelle). Ces études préliminaires nous montrent la complexité du phénomène de 

régénération. Des expériences plus étoffées  ont été réalisées pour optimiser ce processus de 

régénération à partir de cals embryogènes de patate douce.  

 

3.1.1. Effet de différentes séquences de milieux 

Des fragments de cals embryogènes des cv Zho et 865 (Figure 11A) ont été repiqués 

sur le milieu d’entretien contenant 10 µM de 2,4-D et 1 µM de BAP pour stimuler leur 

croissance. Ils ont ensuite été mis sur le milieu de prématuration sans régulateurs de 

croissance avant d’être transférés sur différents milieux de maturation afin de favoriser le 

développement des embryons somatiques (Figure 11B),  leur germination (Figure 11C) et leur 
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conversion en plantes (Figure 11D). Pour suivre le processus de maturation, nous avons 

distingué  trois grands stades de développement des embryons somatiques (Figure 11B) : 

• Des embryons rouges de petite taille au stade globulaire ou en début du stade 

cordiforme. 

• Des embryons verts de petite taille avec une petite dépression bien visible au 

niveau du pôle apical. Il s’agit de la fin du stade globulaire ou du début du 

stade torpille. 

• Des embryons verts de grande taille et creux correspondant à la fin du stade 

torille ou au stade cotylédonaire. 

 

 

 

Figure 11: différentes étapes de la régénération à partir de cals embryogènes. Aspect des 
cals (flèche) (A) Embryons de différentes tailles (B) embryons très avancés (C) et plantes 
développées (D). Embryons petits rouges (a) ; petits verts (b) et grands verts (c). 
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Dans un premier temps, nous avons suivi la variation du nombre de différents types 

d’embryons pendant les quatre semaines qui ont suivi le transfert des cals du milieu de 

prématuration vers les différents milieux de maturation. 

Chez le cv 865,  on observe une réduction rapide du nombre d’embryons rouges  sur le 

milieu A0,4B0,5 où le nombre moyen passe de 25,66  à 6,5 par cal (Figure 12A). Dans les 

autres milieux, la réduction est moins importante avec, par exemple, de 25 à 20 sur le milieu 

ABA4. Les milieux DK et ABA1,5 constituent une exception dans la mesure où le nombre 

d’embryons développés augmente. 

Le nombre d’embryons verts de petite taille diminue  entre la première et la deuxième 

semaine pour tous les milieux testés (Figure 12C). Cette diminution est suivie par une 

augmentation qui culmine à 9,21 ; 7,14 et 6,93 embryons/cal, respectivement pour ABA2,5 ; 

ABA1,5 et ABA4 à la troisième semaine, alors que pour les autres milieux le nombre 

d’embryons formés se stabilise ou diminue légèrement. 

 Le  nombre des embryons verts de grande taille augmente à partir de la première 

semaine jusqu’à la 3ème semaine pour tous les milieux testés (Figure 12E). Le milieu DK 

présente la plus grande augmentation avec 5,87 embryons/cal, suivi par les milieux ABA4 et 

T avec respectivement 3 et 2,50 embryons par cal. 

Chez le cv Zho, le nombre d’embryons globulaires rouges développés par cal diminue 

rapidement entre la première et la deuxième semaine pour tous les milieux testés (Figure. 

12B). Par exemple,  pour le milieu ABA4, le nombre d’embryons passe de 38,74 à 18,94 

embryons/cal. La chute se ralentie par la suite et le minimum est atteint à la troisième semaine 

à l’exception des milieux T et DK où la réduction se stabilise à la 4ème semaine. 

Concernant les petits embryons verts, leur nombre augmente pour le cv Zho pour 

atteindre un maximum à la troisième semaine après le repiquage (Figure 12D). 

L’augmentation la plus nette est observée avec le milieu A0,4B0,5, où le nombre passe de 23 à 

38,57 embryons/cal,  suivie par le milieu ABA4 où le nombre atteint 30 embryons/cal à la 

4ème semaine. Les plus faibles augmentations sont observées  sur les milieux ABA2.5 et ABA-

G1. 

Des embryons verts de grande taille correspondant à la fin du stade torpède ou 

cotylédonaire apparaissent sur le milieu de maturation (Figure 12F). Chez le cv Zho, le 

nombre de ces embryons augmente régulièrement  pour atteindre un maximum à la troisième 

semaine. Les milieux  A0,4B0,5, ABA1.5 et ABA2.5 montrent la plus forte augmentation. Chez  

A0,4B0,5 le nombre passe de  1,85  à  9,22  embryons/cal. 
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Figure 12 : Evolution du nombre moyen d’embryons somatiques par fragment de cal  en 
fonction du temps. A : embryons rouges de petite taille, cv 865 ; B : embryons rouges cv 
Zho ; C : embryons verts de petite taille, cv 865 ; D : embryons verts de petite taille, cv 
Zho ; E : embryons verts de grande taille, cv 865 et F : embryons verts de grande taille, 
cv  Zho. 
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L’étude de l’évolution du nombre d’embryons en fonction du temps  a montré que la 

plupart des milieux présentent un optimum à la 3ème semaine. Ces résultat  nous ont amenés a 

à considérer le nombre d’embryons obtenus à la 3ème semaine pour comparer l’efficacité des 

milieux. Nous avons déterminé l’effet du milieu et génotype par l’utilisation de l’analyse de la 

variance. 

Chez cv 865, les milieux A0,4B0,5 et T donnent le plus petit nombre d’embryons rouges 

(Tableau 11). Le nombre de petits embryons verts est significativement supérieur dans le 

milieu ABA2.5 par rapport à celui obtenu dans les milieux dépouvus d’ABA. Les milieux 

ABA4 et ABA1.5 sont intermédiaires. Il n’y a pas de différence significative pour le nombre 

d’embryons verts de grande taille. 

Chez le cv Zho, il n’y a pas de différence significative entre les milieux  pour le 

nombre d’embryons rouges et verts de grande taille (Tableau 12). Pour les petits embryons 

verts, le milieu A0,4B0,5 présente des résultats significativement supérieurs par rapport aux 

autres milieux à l’exception du milieu  T (sans régulateurs) qui reste intermédiaire. 

 

 

 

Tableau 11 :  Effet de la composition du milieu de maturation sur le nombre 
d’embryons somatiques produits par les cals embryogènes chez le cv 865 après 3 
semaines de culture. 
 

milieux Embryons 
rouges 

Petits 
embryons 
verts 

Grands 
embryons 
verts 

T 6,57  e 1,79  b 2,50   a 
A0,4B0,5 7,40  de 2,40  b 1,07   a 
DK 26,87  a 2,07  b 5,87   a 
ABA1.5 22,86  ab 7,14  ab 0,50   a 
ABA2.5 20,57  abc 9,21  a 2,47   a 
ABA4 20,87  abc 6,93  ab 3,00   a 
ABAGA1 26,29  a 1,57  b 1,14   a 

 

 

 

 

 

 

 



95 
 

 

Tableau 12 :  Effet de la composition du milieu de maturation sur le nombre 
d’embryons somatiques produits par les cals embryogènes chez la variété Zho 
après 3 semaines de culture. 
 

milieux Embryons 
rouges 

Petits embryons 
verts 

Grands 
embryons verts 

T 9,23    cde 29,78  ab 7,92  ab 
A0,4B0,5 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 

Après  5 semaines de culture sur le milieu de maturation, des fragments qui portent des 

embryons développés et qui ne présentent pas de  nécrose sont repiqués dans des  tubes. 

Dans le but d’étudier l’effet du milieu sur la conversion des embryons en plantules 

enracinées, nous avons testé 3 types de milieux. 

 Nous avons calculé le pourcentage d’embryons présentant un développement à la fois 

de la partie racinaire  du bourgeon apical et le pourcentage d’embryons  donnant des plantules 

enracinées par rapport à l’ensemble des embryons préexistants sur le fragment. 

Chez Zho (Figure 13A), c’est le milieu K1 qui a donné le meilleur pourcentage de 

conversion en plantules (3,9 %) par rapport aux milieux  G1 (1,9 %) et MS (1,4 %). Par 

contre, les pourcentages de conversion chez la variété 865 (Figure 13B) varient entre 14,4 et 

18,25 % et la comparaison des erreurs standards montre qu’ils ne sont pas significativement 

différents. 
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Figure 13 : Effet du milieu de germination sur la conversion des embryons en plantules 
enracinées 15 jours après le repiquage. A : cv Zho. B : cv 865. 
 
 

3.2. Régénération à partir de suspensions cellulaires 

La régénération à partir de suspensions cellulaires est un processus très complexe qui a 

nécessité, comme pour les cals, au moins trois types de milieux : un milieu de prématuration, 

un milieu de maturation et un milieu de germination de conversion en plantules.  

La suspension cellulaire qui est étalée sur un milieu solide favorable est constituée, 

comme ce qui a été décrit précédemment, par un ensemble d’agrégats cellulaires embryogènes 

présentant une partie blanche molle ou mucilagineuse et une partie rouge chez cv Zho (Figure 

14A). Chez cv 865, la couleur rouge peut parfois virer au jaune. Un mois après l’étalement, 

ces agrégats augmentent de taille et se couvrent d’embryons du stade globulaire au stade 

cordiforme, formant ainsi des paquets d’embryons rouges et verts (Figure 14B). Les 

embryons continuent à se développer et deviennent de plus en plus verts (Figure 14C). 

Certains évoluent vers les stades avancés et leur taille devient plus importante. Ils présentent 

alors une forme très allongée et tubulaire (figure 14D). 

A 
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Figure 14 : Evolution des agrégats cellulaires embryogènes après étalement de la 
suspension cellulaire sur des séquences de milieux solides de régénération solides. A : 
juste après l’étalement de la suspension cellulaire du cv Zho sur milieu A0,4B0,5. B: après 
trois semaines de culture. C: après 6 semaines. D: embryons développés. 

 

 

Les premières expériences visant la régénération à partir de suspensions cellulaires ont 

été réalisées avec trois milieux : le milieu A0,4B0,5 , déjà utilisé chez le bananier, le milieu 

ABA1,5 comprenant 1,5 mg/L d’ABA et le milieu VM30 dépourvu de régulateurs de 

croissance. Les agrégats étalés sur les 3 milieux évoluent et forment des embryons globulaires 
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rouges puis verts. Nos premières observations montrent que les milieux A0,4B0,5 et ABA1,5 

présentent les paquets d’embryons les plus développées avec un grand nombre d’embryons 

verts. Le milieu VM30 présente des paquets  moins développées. En plus, des nécroses et des 

tissus non embryogènes ont tendance à envahir les boîtes contenant le milieu sans régulateurs 

de croissance. 

Les milieux ABA1,5 et A0,4B0,5  favorisent donc davantage la régénération par rapport 

au milieu VM30. Cependant, les embryons ne se sont pas développés en plantules dans ces 

milieux. Les boîtes non repiquées montrent des nécroses accompagnées d’oxydations 

aboutissant à la mort des paquets d’embryons.  

Dans le but de maîtriser la conversion des embryons en plantes, nous avons repiqué les 

touffes embryonnaires développées sur les milieux A0,4B0,5 (bananier) et ABA1,5 (ABA à 1,5 

mg/L), sur un ensemble de milieux  de maturation avant de les transférer dans un milieu final 

de germination en tubes. Nous avons remarqué un développement spectaculaire des embryons 

lorsque les touffes provenant  du milieu A0,4B0,5  sont repiquées sur un milieu comprenant de 

l’acide abscissique (Figure 15). 

Le tableau 13 présente un ensemble de séquences de milieux qui ont permis un  

développement important des embryons et leur évolution en plantes. La meilleure conversion 

en plantes chez le cv Zho est obtenue sur les milieux ABA2 et ABA4 pour les touffes 

embryonnaires provenant du milieu A0,4B0,5 avec respectivement 3,23 et 1,47  plantes  par 

touffe. Le milieu ABA4 donne aussi la meilleure conversion chez cv 865 avec 1,2 plantes   

par touffe.  Les touffes repiquées du milieu ABA1,5 vers le milieu A0,4B0,5 donnent  des 

nombres de plantes de 0,6 et 0,22 respectivement pour 865 et Zho. Les autres séquences 

dépourvues d’ABA ont donné un taux de conversion plus faible. Les touffes présentant des 

embryons développés grossissent davantage lorsqu’ils sont transférés sur un milieu sans 

régulateurs de croissance ou sur un milieu contenant une faible concentration en kinétine 

(Figure 16 A), et les embryons se développent en plantes entières (Figure 16 B).  

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



99 
 

 
 
 
 
 

 
Figure 15: Comparaison de l’aspect des suspensions étalées de Zho sur quatre milieux 
de maturation  après prématuration sur le milieu A0,4B0,5 
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Tableau 13 : Effet des milieux d’étalement et de maturation sur le nombre moyen 
de plantes obtenues  par agrégat cellulaire embryogène  
 
 

VARIÉTÉ  Milieu 
d’étalement 

milieu de 
maturation Moyenne 

865 
A0,4B0,5 

A0,4B0,5 0,6 ± 0,4 
ABA4 1,2 ± 0,8 

ABA 1,5 A0,4B0,5 0,9 ± 0,3 

Zho 
A0,4B0,5 

A0,4B0,5 0,36 ± 0,15 
ABA2 3,23 ± 1,1 
ABA4 1,47  ± 0,48 

ABA1,5 A0,4B0,5 0,22 ± 0,17 
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Figure 16: paquets d’embryons très développés après repiquage en tubes (A) et 
développement en plantes entières (B). 
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3.2.1. Autres séquences de milieux de régénération 

Dans le but de mieux maîtriser la régénération à partir de suspensions cellulaires, nous 

avons testé d’autres séquences de milieux. Cette étude a été réalisée uniquement avec le cv 

865 en raison de la disponibilité du matériel végétal. Nous avons testé les mêmes milieux déjà 

utilisés pour les cals. 

Le nombre d’embryons globulaires rouges  diminue entre la première et la quatrième 

semaine pour la plupart des milieux testés (Figure 17A). Par exemple, ce nombre passe de  

22,28 à 12,53 pour le milieu ABA2.5 et de 16,38 à 7,23 pour ABA4. Deux milieux font 

l’exception : le milieu DK où le nombre augmente de 21,44 à 40 embryons  entre la première 

et la deuxième semaine pour se stabiliser par la suite et le milieu ABA-G1 qui permet une 

légère augmentation (10,36 à 14,72 embryons). 

Le nombre de  petits embryons verts (Figure 17B) augmente et atteint un optimum à la 

troisième semaine avant de chuter à la quatrième semaine. Les plus fortes augmentations sont 

enregistrées  avec les milieux contenant l’acide abscissique seul. Ainsi, le nombre d’embryons 

passe de 0,25 à 9,71 et de 1,23 à 8,46 respectivement pour les milieux ABA2.5 et ABA1.5. 

Le nombre d’embryons développés (Figure 17C) augmente à partir de la première 

semaine pour tous les milieux testés et le maximum est atteint à la quatrième semaine pour 

tous les milieux à l’exception du milieu ABA4. Les plus fortes augmentations sont 

enregistrées pour ABA1,5 (0 à 4,5), ABA2,5 (0 à 3,10) et ABA4 (0 à 2,65). 

L’analyse de la variance appliquée au nombre de différents types d’embryons 

somatiques après 3 semaines de culture montre que le DK présente un nombre d’embryons 

rouges (36,04)  significativement plus élevé par rapport aux autres milieux (Tableau 14). Le 

milieu ABA2,5 donne un nombre de petits embryons verts de 9,71 significativement supérieur 

par rapport à tous les milieux dépourvus d’ABA. Il n’y a pas de différence significative avec 

entre ABA1,5 et 2,5. De même, le milieu ABA4 donne un nombre de grands embryons verts 

avec une moyenne de 3,42, significativement supérieur par rapport aux milieux dépourvus 

d’ABA, où le nombre d’embryons développés ne dépasse pas 1. Cependant, il n’y a pas de 

différence significative entre le nombre d’embryons somatiques par touffe pour les différentes 

concentrations d’ABA. 
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Figure 17 : Evolution du nombre d’embryons somatiques rouges (A), petits verts (B) et 
grands verts (C) par agrégat cellulaire issu de suspension cellulaire embryogène du cv 
865. 
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Tableau 14 :  Effet de la composition du milieu de maturation sur le nombre 
d’embryons somatiques produits par les agrégats cellulaires issus de suspensions 
cellulaires  après 3 semaines de culture. 

Milieux Embryons 
rouges 

Embryons verts petits Embryons verts 
grands 

T 8,04  b 3,44  c 1,00  cb 
A0,4B0,5 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  cba 3,42  a 

ABA GA1 14,88 b 3,48  c 0,44 c 
 

 

3.3. Détermination du niveau de ploïdie 

Le niveau de ploïdie de plantes régénérées a été déterminé par la comparaison de la 

position des pics dominants correspondant aux noyaux aux phases  G0-G1 du cycle cellulaire 

pour les plantes dérivant d’embryons somatiques et les lignées parentales. L’analyse a montré 

que le pic dominant de la lignée parentale cv Zho était localisé au canal 83, et l’échantillon de 

50 clones dérivant d’embryons somatiques qui a été examiné avait des pics variant entre 80 et 

85 donnant une valeur moyenne de 82.5 ± 0.6 (Tableau 15). Cette valeur moyenne était 

pratiquement identique à celle de la plante témoin en tenant compte de la valeur élevée du 

coefficient de variation oscillant entre 4,3 et 6,5%. Par conséquent, le niveau de ploïdie des 

plants dérivant d’embryons somatiques pouvait être considéré comme identique au niveau  

hexaploïde (6x) de la  plante témoin de patate douce. 
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Tableau 15: estimation  du niveau de ploïdie pour un échantillon de 10 clones de 
patate douce cv Zho dérivant de l’embryogenèse somatique. La valeur moyenne 
du pic dominant d’un échantillon de 50 clones analysés a été estimée à 82,5 ± 0,6, 
la valeur de la plante témoin cv Zho étant au canal 83±0,56. 
 

Clones  dérivant 

d’embryons 

 

Ligne 

témoin 

cv Zho 

E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 

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 

 

4.5 

 

6.5 

 

5.5 

 

5.3 

 

6.1 

 

5.3 

Niveau de ploïdie 

(X) 

 

 

6X 

 

6X 

 

6X 

 

6X 

 

6X 

 

6X 

 

6X 

 

6X 

 

6X 

 

6X 

 

6X 

 

 

3.4. Discussion   

Dans ce travail, nous avons déterminé la séquence de milieux de culture favorisant la 

maturation des embryons somatiques au niveau des cals et des agrégats cellulaires 

embryogènes pour améliorer leur conversion en plantes. En effet, la germination des 

embryons somatiques est fonction de leur état de maturité (Cavalcante-Alves, 1996). Nous 

avons testé plusieurs milieux de culture qui diffèrent par leur composition en régulateurs de 

croissance. Nos résultats confirment les difficultés rencontrées dans le développement des 

embryons somatiques et leur évolution vers les stades avancés.  En effet, pour plusieurs 

auteurs, le taux de conversion en plantes est faible (Cavalcante Alves, 1996 ; Sim et Cardosa, 

2005). Cette difficulté est à l’origine de la grande diversité des milieux de maturation signalés 

dans la bibliographie. Les embryons somatiques obtenus dans certains travaux ont montré des 

anomalies structurales qui ont empêché leur conversion en plantes (Padmanabhan et al., 

1998a et 1998b). 

Le repiquage des  cultures (cals ou suspensions) placées sur les milieux de maturation 

aboutit à une diminution du nombre d’embryons globulaires rouges qui évoluent en embryons 

verts. Le nombre de ces derniers augmente pour atteindre un optimum à la troisième semaine. 

Par la suite, il y a une chute due à la prolifération anarchique et une nécrose des embryons, et 
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aussi à la formation de cals non embryogènes dans certaines cultures. Des augmentations du 

nombre d’embryons globulaires observés sur certains milieux montrent que ces milieux 

favorisent la prolifération du cal et la formation de nouveaux embryons globulaires. 

Nous avons réussi à régénérer des plantes entières à partir des cals embryogènes de 

tous les clones aptes à l’embryogenèse somatique. 

La diminution ou l’élimination des auxines synthétiques était nécessaire à la 

régénération mais  cette condition n’était pas suffisante pour obtenir un taux de régénération 

plus important. D’autres régulateurs de croissance sont nécessaires pour stimuler la 

maturation. Le développement et la maturation des embryons somatiques nécessitent, chez 

plusieurs espèces, une stimulation par différents régulateurs de croissance (Zimmerman, 

1993). Le milieu DK (Cavalcante-Alves, 1996) a eu un effet favorable pour cv 865 et le 

milieu A0,4B0,5 pour cv Zho. Les milieux contenant de l’acide abscissique ont aussi donné les 

résultats intéressants, ce qui confirme l’effet bénéfique de ce régulateur de croissance signalé 

dans plusieurs travaux (Zheng et al., 1996; Dhir et al., 1998 ;  Sim et Cardosa, 2005).  

Cependant, La régénération à partir de cals embryogènes présente beaucoup de 

difficultés. En effet, en plus de leur croissance lente et leur entretien difficile, les fragments de 

cals présentent beaucoup d’irrégularité et de variation dans leur réponse aux milieux de 

régénération ce qui explique les différences non significatives observées dans ces expériences. 

Cette  diversité  serait  due à la présence de zones hétérogènes au sein du cal qui répondent 

différemment lorsqu’elles sont réparties dans les milieux de régénération. 

Concernant  les suspensions cellulaires, la régénération a été réussie à la fois chez 865 

et Zho avec des moyennes qui dépassent 3 embryons par agrégat cellulaire.  

Le milieu A0,4B0,5  (AIA 0,4 et BAP 0,5 mg/L) a eu un effet favorable sur la 

régénération dans la première phase et a stimulé le développement et le verdissement des 

embryons. Ce milieu a été montré efficace pour la régénération chez le bananier (Guédira, 

2006). Ce résultat semble indiquer que, malgré l’éloignement sur le plan systématique, il y a 

des mécanismes sous jacents communs au  niveau de l’embryogenèse somatique des plantes.  

Comme pour les cals,  l’acide abscissique a eu un effet bénéfique sur la maturation des 

embryons issus de suspensions cellulaires. Son effet chez les suspensions est plus évident et 

plus tranché par rapport à la régénération à partir de cals. Cette stimulation de la maturation 

par l’ABA  a été signalée par plusieurs auteurs (Sim et Cardosa, 2005 ; Otani et Shimada, 

1996 ;  Dhir et al., 1998 ; Torres et al., 2001). L’efficacité de l’ABA semble conditionnée à la 

fois par la dose et le moment d’application. Un milieu de maturation avec ABA est plus 

efficace après une phase de prématuration. D’après Torres et al. (2001), la stimulation de la 
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maturation par l’acide abscissique est meilleure lorsqu’il est appliqué 7 jours après un milieu 

dépourvu de régulateurs de croissance. Des études supplémentaires sont nécessaires pour 

déterminer à la fois la concentration et le moment d’application optimaux. 

 Les suspensions cellulaires ont montré beaucoup d’avantages par rapport aux cals 

multipliés en milieu solide. Leur taux de prolifération est plus important par rapport aux cals 

multipliés en milieu solide. L’abondance des agrégats cellulaires dans le milieu liquide, leur 

taille fine, leur homogénéité et leur contact étroit avec les composants du milieu permettent 

une réponse à la fois plus rapide et plus homogène, et le rendement en plantules obtenues est 

beaucoup plus élevé par rapport aux résultats obtenus à partir des cals. Ce rendement peut être 

amélioré en travaillant encore davantage sur les séquences de milieu de régénération. 

En considérant que la boite de pétri contient en moyenne 40 agrégats, la moyenne par 

boite est donc de 120 embryons, provenant de 0,5 mL de volume cellulaire qui a été 

initialement étalé sur le milieu solide. Par conséquent, à partir d’un millilitre mL de volume 

cellulaire, on espère potentiellement obtenir 240 plantules. Il s’avère donc que le milieu 

liquide est plus avantageux. 

Les plants dérivant d’embryons somatiques semblent génétiquement stables et 

similaires aux plants parentaux hexaploïdes en se basant sur leur apparence morphologique et 

leur niveau de ploïdie déterminé par cytométrie en flux (Sgorbati et al., 1986; Sihachakr et 

Ducreux, 1993; Srisuwan et al., 2006). Cette stabilité génétique peut être expliquée par 

l’organisation méristématique de l’explant initial et la durée limitée de la phase cal.  

Une évaluation et des analyses supplémentaires, particulièrement dans les conditions 

de champ, sont nécessaires pour confirmer la conformité et la stabilité génétique pour les 

plants régénérés par embryogenèse somatique chez la patate douce. Bien entendu, il faudra 

aussi étendre les analyses à des plants issus de suspensions cellulaires. 

Malgré le fait que la réponse embryogène a été obtenue en appliquant le protocole 

développé dans ce travail, des études supplémentaires sont nécessaires pour optimiser les 

conditions de nutrition et de culture dans le but d’obtenir un rendement maximum de 

conversion en plantes et aussi d’étendre ce protocole expérimental à d’autres génotypes de 

patate douce.  
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4. Transformation par Agrobacterium 

4.1. Transformation par  Agrobacterium tumefaciens C58C1 (GV2260).  

L’objectif de ce travail est la détermination des conditions optimales pour la coculture et 

l’infection. Pour cela, trois types d’explants ont été testés ; des morceaux de pétiole, des 

morceaux d’entrenoeuds et des nœuds ébourgeonnés. Des expériences préliminaires ont 

prouvé que seuls les nœuds ébourgeonnés sont capables de régénérer rapidement sans phase 

callogène. Ces explants ont été infectés par la souche  C58C1 (GV2260). 

 

Tableau 16 : Pourcentage d’explants ayant régénéré des bourgeons pour 3 types 
d’explants en présence et en absence de kanamycine suite à l’infection par  
C58C1 (GV2260). 

 
 

Chez tous les génotypes étudiés, Les morceaux de pétiole ont donné un taux de 

régénération de 0 %  aussi bien  en présence qu’en absence de kanamycine (tableau 16). La 

régénération des entre- nœuds est nulle pour cv 90 et cv Zho et reste très faible pour cv 953 

avec 1,33% avec ou sans kanamycine. Tous les bourgeons régénérés sont apparemment 

normaux et de couleur verte. Pour le cv Duclos 11, le taux est nul en présence de kanamycine 

et de 4% en son absence. Par contre, pour les nœuds ébourgeonnés (Figure 18A), le taux 

moyen de régénération est de 56,2% pour tous milieux confondus, avec en moyenne 31% et 

81,5% respectivement en présence et en absence de kanamycine. Les bourgeons obtenus ont 

une apparence morphologique normale mais sont de couleur jaune ou  verte. Tous les 

bougeons jaunes ont été régénérés en présence de kanamycine (Figure 18C), alors que la 

majorité (78,8%) des bourgeons verts (Figure 18D) obtenus proviennent du milieu dépourvu 

de kanamycine. En présence de kanamycine, les bourgeons verts représentent 28,2% des 

Cultivar  953 90 Duclos 11 Zho 

Explant  Kan Sans  Kan Sans  Kan Sans  Kan Sans  

Nœuds 

ébourgeonnés 

Bourgeons 

verts 
44,33 ± 15,2 89 ± 4,62 50 70 34 ± 19 94 ± 1,5 0 73 

Bourgeons 

jaunes 
49 ± 13,2 0 17 0 53,5 ± 11,5 0 0 0 

Entre-nœuds 
Bourgeons 

verts 
1,33 ± 1,33 1,33 ± 1,33 0 0 4 ± 4 0 0 0 

Pétiole 
Bourgeons 

verts 
0 0 0 0 0 0 0 0 



109 
 

bourgeons régénérés à partir de la culture de nœuds ébourgeonnés. Seul le cv Zho n’a pas 

régénéré de bourgeons en présence de kanamycine (tableau 16). 

Etant donné leur capacité de régénération élevée, seuls les nœuds ébourgeonnés ont 

été utilisés dans les expériences ultérieures.  

Les plantes vertes régénérées ont été testées pour détecter d’éventuelles plantes 

transgéniques. Cependant, les résultats obtenus étaient ambigus et contradictoires. Par 

conséquent, nous avons abandonné cette souche de bactérie et nous l’avons remplacée par une 

autre souche d’Agrobacterium tumefaciens GV3101—pTHW136. 
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 Figure 18 : développement des nœuds ébourgeonnés pendant la transformation 
par Agrobacterium. A : nœuds ébourgeonnés mis en culture. B : début  d’évolution 
des l’explant avec émission de racines. C : bourgeons blancs sensibles développés en 
présence de kanamycine. D : bourgeons verts développés en absence de kanamycine.
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4.1.1. transformation avec  la souche  GV3101—pTHW136 

Le principal problème qui s’est posé avec cette nouvelle souche est sa résistance à 

l’antibiotique, céfotaxime, que nous avons utilisé pour éliminer la bactérie après la coculture. 

Malgré l’augmentation de la concentration de céfotaxime jusqu’à 500mg/L,  l’éradication de 

la bactérie reste problématique et inefficace. Ainsi, nous avons par la suite utilisé le timentin à 

500mg/L qui s’est montré plus efficace mais qui nécessite de nombreux repiquages  pour 

diminuer la concentration des bactéries et faciliter leur éradication. 

Pour cette expérience, nous avons travaillé uniquement avec le milieu dépourvu de 

kanamycine et nous avons  modifié légèrement le protocole expérimental. La concentration de 

la suspension bactérienne est diluée de manière à obtenir une Do entre 0,4 et 0,6. Les explants 

sont placés plus longtemps dans la suspension bactérienne pendant 30 mn. 

 

Tableau  17: résultats de la régénération de bourgeons à partir de nœuds 
ébourgeonnés témoins ou infectés du cultivar Zhounang13. 
 

 Nombre 
d’explants 

Nombre de 
bourgeons 
régénérés 

Pourcentage de 
régénération 

Témoin 62 40 64,33 ± 9,56 

inoculés 437 108 25,44 ± 8,54 

 

 

Le taux de régénération est de 25,44 % pour les explants inoculés contre 64,33 % pour 

les témoins (Tableau 17). Le contact avec la solution bactérienne pendant une durée 

relativement longue semble avoir un effet défavorable sur la régénération. 

Un échantillon de 44 clones régénérés a été soumis au test Gus et à  l’étude par PCR 

afin de détecter la présence des transgènes. Parmi ces plantes testées, deux  se sont avérées à 

la fois positives pour GUS et la biologie moléculaire (Figure 19). 

Le test à la kanamycine n’a pas pu être réalisé à terme à cause des infections 

généralisées qui sévissaient au laboratoire et qui malheureusement occasionnaient des pertes 

considérables en matériels expérimentaux obtenus. 
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Figure 19 : Révélation sur gel d’agarose des séquences GusInt et NPTII amplifiées par 
PCR chez les clones transformés  (1 à 6), témoin négatif (T) et témoin positif. (B).    
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4.1.2. transformation avec Agrobacterium tumefaciens strain C58C1RifR 

(pGV2260) 

La souche bactérienne utilisée pour ce travail a été construite au laboratoire de 

Gembloux. Il s’agit de la souche C58C1RifR (pGV2260) d’Agrobacterium tumefaciens. Elle 

porte le vecteur de transformation pBECKS19 dérivant de pBin19. La cassette de 

transformation contient le gène nptII qui confère la résistance à la kanamycine chez les 

plantes transformées ainsi qu’un site multiple de clonage Ω pour l’insertion d’un gène placé 

sous le contrôle du promoteur 35S du CaMV35 (figure 1). Dans le cas de notre souche, la 

construction s’appelle pB19YAXTR12.6 et porte le gène codant pour une protéine PVY 

portant des mutations au domaine AX (384-390). Le gène a subi une mutagenèse dirigée 

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

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

  

La transformation génétique a aussi été tentée avec la bactérie  C58C1Rif (pGV2260)  

portant le plasmide pBECKS19.6 développé à Gembloux. Ce plasmide porte le gène nptII et 

un gène muté de PVY polymerase. Un total de 240 plantes  a été régénéré à partir de nœuds 

ébourgeonnés infectés. Cependant, aucune de ces plantes ne s’est avérée résistante à la 

kanamycine. En conséquence, il nous a été inutile de mener des analyses moléculaires de ces 

plantes 

 

4.2. Discussion  

Cette manipulation avait pour but l’insertion de gènes de résistance  au complexe de 

potyvirus au sein du génome de la patate douce cv Zhounang13. Nous avons travaillé dans un 

premier temps avec des bactéries comprenant uniquement des gènes marqueurs afin de 

maitriser la technique. Nous avons tenté quelques manipulations avec des cals embryogènes 

mais nous avons été confrontés à deux problèmes principaux : des difficultés au niveau de 

l’élimination des bactéries après la coculture et un taux particulièrement faible de 

régénération en particulier au cours de la phase de commencement de nos travaux.  

La technique utilisant les nœuds ébourgeonnés s’est avérée initialement rapide, pratique 

et efficace. En effet, ces explants sont très faciles à manipuler et la régénération a été très 

rapide. Cette technique nous a permis de régénérer deux plantes dont le caractère transgénique 

a été confirmé par le test Gus et par la biologie moléculaire. C’est donc une technique très 

prometteuse qui présente encore beaucoup de possibilités d’amélioration comme par exemple 
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l’utilisation de l’acétosyringone, dont l’effet favorable à la transgénèse a été montré dans 

plusieurs travaux (Otani et Shimada, 2002). 

Parallèlement, nous avons développé un protocole fiable et efficace de suspensions 

cellulaires et maîtrisé la régénération de plantes. Ces suspensions cellulaires présentent un 

matériel végétal intéressant avec un potentiel important pour la réalisation de la 

transformation génétique via Agrobacterium. 

En effet, les suspensions cellulaires ont une croissance rapide, une capacité de 

régénération importante. De plus, les éléments qui les constituent sont de petite taille offrant 

ainsi une surface de contact plus importante pour l’agroinfection. Ces suspensions cellulaires 

ont été utilisées avec succès par Min et al. (2006) et Yu et al. (2007) pour la régénération de 

plantes transgéniques. 

 



115 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



116 
 

CONCLUSION  GENERALE ET PERSPECTIVES 

 
 
 
 

L’amélioration génétique classique de la patate douce présente beaucoup de difficultés 

liées, entre autres, à son état hexaploïde et à ses problèmes d’incompatibilité et de stérilité. La 

résolution des problèmes épineux que rencontre cette culture comme le complexe des 

potyvirus nécessite le recours aux méthodes modernes de biotechnologie qui peuvent 

accélérer et rendre l’amélioration plus efficace. 

Notre premier objectif, dans ce travail, était de maîtriser les différentes étapes de 

l’embryogenèse somatique pour plusieurs variétés de patate douce.  

Nous avons opté dès le départ pour les bourgeons comme explant initial. Ce choix 

était dicté par les nombreuses réussites réalisées avec cet explant. Des milliers d’explants 

appartenant à six variétés ont ainsi été ensemencés sur différents milieux de culture afin de 

déterminer les conditions de culture optimales pour l’obtention de cals embryogènes.  

Parmi les six variétés testées, deux ont donné des cals embryogènes de manière 

répétitive avec des pourcentages de réussite avoisinant les 14%. Il s’agit des variétés Zho et 

865. La variété 90 a donné un nombre très réduit de cals  alors que les trois restantes se sont 

montrées récalcitrantes malgré l’utilisation de plusieurs milieux. Donc, comme pour d’autres 

travaux, le facteur génotype reste déterminant et constitue une limite en vue de l’utilisation de 

ces techniques pour l’amélioration. Cependant, cette barrière n’est pas infranchissable puisque 

l’expérience a prouvé que l’effet du génotype peut être surmonté par la modification des 

conditions de culture ou par des traitements particuliers du matériel végétal source d’explants. 

A part le génotype, deux autres facteurs se sont montrés déterminants. Il s’agit tout 

d’abord du type d’auxine : le 2,4,5T à 5 µM et le piclorame à 10 µM se sont montrés les plus 

efficaces et ont davantage favorisé l’induction des cals embryogènes que le 2,4D qui est 

l’auxine la plus utilisée dans ce domaine. L’autre facteur qui a eu un effet significatif est 

l’agent gélifiant. En effet, l’agar à 7 g/L a donné des pourcentages significativement 

supérieurs par rapport au gelrite à 3 g/L. Ce résultat, qui a été obtenu avec les concentrations 

les plus utilisées dans les travaux similaires, reste à approfondir par la comparaison d’autres 

concentrations d’agents gélifiants. 

 Le résultat optimal au niveau de l’induction de cals embryogènes a donc été obtenu 

pour les variétés Zho et 865 sur un milieu solidifié avec l’agar à 7 g/L et comprenant 5 µM de 

2,4,5T. 
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L’explant placé sur un tel milieu a tendance à se gonfler et à devenir mucilagineux. Au 

sein de cette masse mucilagineuse se forment des masses compactes nodulaires dont la 

couleur varie suivant les génotypes. Ces masses sont hautement embryogènes. 

L’entretien de ces cals embryogènes nécessite des repiquages fréquents sur des 

milieux d’entretien qui comprennent des concentrations en auxines synthétiques similaires à 

celles des milieux d’induction. Ils donnent alors de grandes masses de cals embryogènes 

comprenant deux parties : une mucilagineuse et l’autre compacte nodulaire. 

Nos moyens techniques n’ont pas permis de faire des mesures précises du rythme de 

croissance, mais nous avons constaté que cette croissance est très lente. En plus, les cals  sont 

constamment menacés par les nécroses et des zones de cals friables non embryogènes à 

croissance très rapide  qui risquent de se propager et envahir complètement les cals 

embryogènes. Ces zones doivent être éliminées à chaque repiquage pour éviter la perte des 

cals embryogènes.  

Malgré ces difficultés, nous avons pu entretenir des cals embryogènes pendant 

plusieurs mois voire plusieurs années dont certains sans perte de leur capacité embryogène.  

Notre deuxième objectif était la mise en place de suspensions cellulaires embryogènes 

en milieu liquide agité. 

L’ensemencement de fragments de cals embryogènes en milieu liquide agité 

comprenant 5 µM de 2,4D a permis une mise en place rapide de suspensions cellulaires 

embryogènes. Ces suspensions sont caractérisées par un milieu à aspect limpide dans lequel 

baignent des petits agrégats cellulaires. L’étude histologique de ces agrégats montre des 

cellules petites et isodiamétriques réparties en deux catégories : des cellules vacuolisées au 

centre (partie blanche) et des cellules à cytoplasme abondant et granuleux avec un gros noyau 

central (partie périphérique rouge ou jaune). Ces dernières présentent donc les caractéristiques 

des cellules embryonnaires. 

L’entretien des suspensions embryogènes demande beaucoup de précautions, mais leur 

croissance est beaucoup plus rapide que celle des cals et les agrégats paraissent très 

homogènes à part des différences de taille qui ont tendance à s’estomper avec les repiquages.  

Le contact plus étroit des composants du milieu serait responsable à la fois de la rapidité de 

croissance et l’homogénéité.  

Nous avons réalisé une étude à petite échelle de la cinétique de croissance d’une 

suspension cellulaire de 865. La courbe obtenue présente une forme sigmoïde classique avec 

une phase exponentielle qui dure environ 4  à 5 semaines.  
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Le risque le plus important pour les suspensions embryogènes est l’envahissement par 

des cellules non embryogènes à croissance rapide. Il en résulte des suspensions troubles 

jaunes à brunes très denses ayant perdu définitivement leur pouvoir embryogène. Le 

repiquage régulier et la filtration permet d’éviter ce phénomène. Ainsi, la majorité de nos 

souches ont été entretenues et préservées pendant plusieurs mois. 

Les cals et les suspensions embryogènes obtenus chez les cv Zho et 865 ont été utilisés 

pour la régénération qui est le 3ème objectif. 

La régénération des plantules est un processus difficile qui requiert plusieurs étapes et 

un ensemble de traitements hormonaux. Nous avons réussi la régénération, dans notre travail, 

à la fois à partir de cals et à partir de suspensions cellulaires embryogènes. Dans les deux cas, 

la régénération exige au minimum trois étapes. Dans la première étape dite de prématuration, 

il est nécessaire de diminuer ou éliminer l’auxine synthétique. Certains milieux comme 

A0,4B0,5 favorisent la formation et le développement des embryons somatiques durant cette 

phase. La 2ème étape de maturation favorise l’évolution des embryons vers les stades avancés. 

L’acide abscissique joue un rôle important durant cette phase. Son effet favorable est 

significatif surtout pour les suspensions cellulaires qui réagissent de manière plus homogène. 

Les embryons développés sont convertis en plantes lorsqu’ils sont sur un 3ème milieu en tubes. 

Nous avons essayé de réaliser la transformation génétique et la régénération de plantes 

transgéniques résistantes aux potyvirus. Notre protocole d’origine prévoyait l’utilisation de 

cals embryogènes pour cette manipulation. Cependant, le manque de matériel végétal et les 

difficultés de régénération au début de notre travail nous a obligé à reconsidérer cette 

décision. 

Nous avons utilisé dans un premier temps des souches d’Agrobacterium tumefaciens 

dont le plasmide porte deux gènes marqueurs : Gus et nptII. Nous avons tenté la transgenèse 

par coculture avec trois types d’explants : des pétioles, des entrenœuds et des nœuds 

ébourgeonnés. Ce dernier explant a donné le meilleur taux de régénération et a été sélectionné 

pour la majorité des expériences. 

Malgré de nombreuses difficultés, nous avons pu régénérer deux plantes présentant 

une réponse positive à la fois au test Gus et à l’analyse moléculaire par PCR. Ce résultat est 

très prometteur et ouvre la voie à la régénération abondante de plantes transgéniques.  

Nous avons réalisé quelques manipulations avec une autre souche d’ Agrobacterium 

tumefaciens véhiculant un gène de résistance aux potyvirus mais le nombre limité de ces 

travaux n’a pas permis la sélection de plantes transformées. 
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En perspective, des travaux supplémentaires peuvent permettre l’amélioration des 

résultats obtenus dans ce travail. Il s’agit en premier lieu d’augmenter les rendements au cours 

de la phase d’induction et surmonter le problème de l’effet du génotype. La modification de la 

composition du milieu ne semble pas à elle seule capable de résoudre le problème des variétés 

récalcitrantes. Il faut aussi agir sur l’état physiologique du matériel végétal source d’explants. 

Dans notre  laboratoire, des travaux sont actuellement en cours dans le but d’essayer d’obtenir 

des cals embryogènes en utilisant des explants issus de plantes sevrées et placées en serre. 

Cette méthode donne déjà des résultats prometteurs puisqu’elle a permis d’obtenir des cals 

embryogènes chez 90, Qu et 953 qui sont des variétés récalcitrantes. 

Les suspensions cellulaires montrent déjà des résultats satisfaisants chez 865 et Zho 

mais il faudra étudier de manière plus précise la cinétique de croissance et estimer le rythme 

de repiquage permettant de les maintenir en phase exponentielle. 

La régénération à partir de suspensions cellulaires peut être améliorée en essayant 

d’autres séquences de milieux et en raccourcissant les délais entre les repiquages. 

L’utilisation de nœuds ébourgeonnés a permis d’obtenir des plantes transgéniques 

confirmées mais en nombre limité. Le rendement de cette technique peut être amélioré par 

certaines modifications au niveau du protocole de transformation comme l’addition 

d’acétosyringone dont l’effet favorable a été prouvé dans beaucoup de travaux. En revanche, 

les résultats réalisés au niveau de l’embryogenèse somatique surtout les suspensions offre 

aussi un matériel végétal intéressant pour la transgenèse. 
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ANNEXES 

 

 

 

ANNEXE 1 : Composition du milieu de base  

 Eléments concentration (mg/l) 

M
ac

ro
él

ém
en

ts
   

NH4NO3  

 

1650 

KNO3 1900 

CaCl2.2H2O 440 

MgSO4.7H2O 370 

KH2PO4 170 
 

M
ic

ro
él

ém
en

ts
  

H3BO3 6.2 

MnSO4.4H2O 22.3 

ZnSO4.4H2O 8.6 

KI 0.83 

Na2MOO4.2H2O 0.25 

CuSO4.5H2O 0.025 

CoCl2.6H2O 0.025 

FeSO4.7H2O 27.8 

Na2EDTA 37.3 

V
ita

m
in

es
 

de
 M

or
el

 Panthoténate de Ca 1.0 

Myo-inositol 100.0 

Acide nicotinique 1.0 

Chlorhydrate de pyridoxyne  1.0 

Thiamine (B1) 1.0 

 pH 5,8 

 Saccharose 30000 
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 ANNEXE 2: composition des milieux de transformation 

 

Milieux de coculture et de régénération  
    

Pour 500 ml 440 441 442 443 MS liquide  
(100 ml) 

Macro MS 25 ml 25 ml 25 ml 25 ml 5 ml 

Micro MS 5 ml 5 ml 5 ml 5 ml 1 ml 

FerEDTA 5 ml 5 ml 5 ml 5 ml 1ml 

Vit de Morel 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 0,2 

Saccharose 10 g 10 g 10 g 10 g 2 g 

Agar 3,5 g 3,5 g 3,5 g 3,5 g   

Kanamycine (50.10-3)   500 µl   500µl   

cefotaxime (100.10-3)   1000 µl 1000 µl 1000 µl   

2,4D (10-4) 10 µl 10 µl 10 µl     

Kinétine  (10-4) 10 µl 10 µl 10 µl     
  

Milieux de culture bactériens        

 Milieu 2YT Milieu PIL 

 Milieu 

solide 

Milieu 

liquide 

Milieu 

solide 

Milieu 

liquide 

Tryptone 1,6 g 1,6 g   

Beef extract   0,5 g 0,5 g 

Yeast extract 1 g 1 g 0,1 g 0,1 g 

Peptone   0,5 g 0,5 g 

NaCl 500 mg 500 mg   

Saccharose    0,2 g 0,2 g 

Agar 1,5 g  1,5 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 
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ANNEXE 3 : analyse moléculaire  

 

        Extraction d’ADN total (Kit Dneasy,Qiagen) 

1- Prélever les feuilles (100 mg) et les conserver dans la glace. 

2- Placer le tampon AE et les tampons présentant des précipités dans un bain-marie à 65°C. 

3- Placer les feuilles dans les tubes Eppendorffs Safe-lock de 2 mL + 1 bille d’acier, refroidir 2 à 3 mn 

avec l’azote liquide, broyage au Dangoumeau, 1 mn. 

4- Ajouter 400 µL de tampon AP1 et broyer au Dangoumeau, 1mn. 

5- Centrifuger 1 mn à 5000 rpm, (centrifugeuse sigma), pour éliminer les bulles. 

6- Ajouter 4 µl de RNase A (100 mg/L), agiter au vortex. 

7- Mettre les Eppendorffs 10 mn au bain-marie à 65°c. Réhomogéiniser 2 ou 3 fois les tubes en les 

retournant. 

8- Ajouter 130 µL de tampon AP2. mélanger et laisser 5 mn dans la glace. 

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

10- Numéroter les colonnes violettes et y mettre les 530 µL d’échantillon. Centrifuger pendant 2 mn à 

vitesse maximale (15000 rpm). 

11- Dans de nouveaux tubes Eppendorffs numérotés, transférer les filtrats obtenus (sans les culots présents 

dans les tubes ‘collection’). 

12- Ajouter 0,5 volume (225 µL) de tampon AP3 et 1 volume d’éthanol absolu (450 µL). Mélanger (en 

pipetant en aller et retour) la solution. 

13- Mettre 650 µL du mélange obtenu sur les colonnes DNeasy (blanches) numérotées. 

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

15- Répéter l’étape précédente avec ce qui reste du mélange. 

16- Placer les colonnes DNeasy sur de nouveaux tubes collection numérotées. 

17-  Ajouter 500 µL de tampon AW et Centrifuger 1 mn à 8000 rpm. Jeter le filtrat et garder le tube 

‘collection’. 

18- Ajouter à nouveau 500 µL de tampon AW su la colonne DNeasy. Centrifuger 2 mn à vitesse maximale 

(15000 rpm). Jeter le filtrat et le tube ‘collection’. 

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

20- Pipeter 100 µL de tampon AE et les passer directement sur la colonne. Incuber 5 mn à température 

ambiante. Puis centrifuger 1 mn à 8000 rpm. 

21- Placer les colonnes sur de nouveaux Eppendorffs numérotés pour la deuxième élution : répéter l’étape 

précédente avec 100 µL de tampon AE et Centrifuger 1 mn à 8000 rpm. 

  

 

 

 

 



142 
 

 

 

 

       Tampon TBE  (10 x)  

Tris 0.9 M 108 g 

Acide borique 55 g 

EDTA 0,5 M pH 8 (solution mère) 40 mL 

Eau distillée qsp 1000 mL 

 

 

       Tampon de charge 

EDTA 1 M pH 8 (solution mère) 1 mL 

Ficoll 15 % (m/v) 1.5 g 

Bleu de bromophénol 0,2 % (m/v) 20 mg 

Tampon TBE                      qsp 10 mL 
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Résumé 

 
 
 
 

Cette étude vise à développer l’embryogenèse somatique et un protocole de 
transformation génétique chez la patate douce. L’induction embryogène dépend 
du génotype, de l’agent gélifiant, de l’auxine et de leur interaction. Les cv. Zho 
et 865 ont donné la meilleure réponse dans l’agar, avec respectivement 10,7 et 
14,7 % de cals embryogènes en présence de 2,4,5T et Piclorame. Des cals 
embryogènes émergent d’une masse mucilagineuse formée à partir de culture de 
bourgeons axillaires. La capacité embryogène des cals de Zho et 865 est 
maintenue par des repiquages dans 2,4,5-T(5 µM) ou 2,4-D (10 µM) + BAP 
(1µM). Les suspensions cellulaires embryogènes ont été initiées à partir de cals 
embryogènes en milieu liquide (5 µM de 2,4-D). Des séquences de milieux 
(prématuration, maturation et germination + l’acide abscissique)  ont été 
efficaces pour la régénération. Les plantes régénérées sont hexaploïdes (6x), 
identiques aux témoins. Des plantes transgéniques obtenues expriment les gènes 
GUS et nptII. 
 
 
 
 
 
Mots clés : Ipomoea batatas L.(Lam) - embryogenèse somatique- suspensions 
cellulaires – régénération – niveau de ploïdie – transformation génétique 
 


