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Résumé

La patate douce (Ipomea batatas Lam.) constitue la septiéme plus importante culture dans le
monde et la cinquiéme dans les pays en voie de développement apres le riz, le blé, le mais et
le manioc. Au Sénégal comme dans beaucoup de pays africains, I’expansion de sa culture est
confrontée a un réel probleme de disponibilité¢ de semences de qualité en quantité suffisante.
Cette présente étude a pour objectif de contribuer a I’extension de la culture a travers la mise
au point d’une stratégic de production de semences saines, accessibles et rentables en
conditions in et ex vitro. Pour ce faire, la technique de culture de méristémes a été utilisée
pour régénérer des vitroplants indemnes de toutes maladies. Les méristemes apicaux ont été
prélevés et cultivés sur un milieu de Murashige et Skoog (MS) liquide additionné de Kinétine
(0 et 0,5mg/l) et de GA3 (0;1;1,5;2;2,5¢t3mg/l). En vue d’une multiplication en masse
des vitroplants régénérés, les capacités morphogénétiques des variétés Boly, Dina et Beau
regard ont été évaluées in vitro sur milieux MS supplémentés de kinétine a différentes
concentrations (0; 1; 1,5;2; 2,5 et 3 mg/l). La variété Boly qui est apparue comme la plus
performante en conditions in vitro a été acclimatée a I’abri de toute contamination sur substrat
stérile dans des mini serres et utilisée pour un test de multiplication par bouturage. Pour ce
faire, des boutures comportant 1 ou 2 nceuds ont été cultivées sur différents mélanges de
terreau et de sable stériles dans les proportions v/v: 100/0 ; 75/25,50/50, 25/75 et 0/100.

Les résultats ont révélé que la combinaison hormonale kinétine (0,5mg/l) et GA3 (3mg/l) a
permis d’optimiser la réactivité des méristemes (57%). Concernant la micropropagation nos
résultats ont montré que la kinétine stimule la croissance des vitroplants des trois variétés
utilisées par rapport aux témoins. Les longueurs des vitroplants les plus importantes chez les
variétés Boly (4,5 cm), Dina (2,7 cm)) et Beau regard (3,9 cm) ont été¢ respectivement
obtenues en présence de kinétine a 2 ; 1 et 3mg/l. L’acclimatation en mini serre a conduit a
des taux de réussite de 82% sur le substrat constitué de 100% de terreau. Toutefois, le
mélange terreau/sable (2 75% et 25%) permet d’obtenir en mini serre un meilleur
développement des boutures de seconde génération. Par ailleurs, les résultats ont montré que
les boutures a 1 noeud régénerent des plants de méme taille (24cm) et comportant les mémes
nombres de nceuds (9 neeuds) que ceux issus de boutures a 2 noeud apres 2 mois de cultures.
La méthode proposée dans cette étude permet de produire rapidement en masse des semences
de patate douce indemnes de toute maladie. En effet, avec cette méthode de production des
boutures en mini serre, il est possible de réaliser des taux de multiplication 250 fois supérieurs
a ceux obtenus au bout d’un an avec la méthode classique de production de semences de
patate douce.

Mots clés : Patate douce (lpomea batatas Lam.), culture de méristémes, microbouturage,
vitroplants, bouturage ex vitro



Abstract

Sweet potato (I[pomea Batatas Lam.) is the seventh largest crop in the world and the fifth in
the developing countries after rice, wheat, maize and cassava. In Senegal, as in many African
countries, the expansion of its culture is confronted with a real problem of availability seeds
of quality in sufficient quantity. The objective of this study is to contribute to the extension of
culture through the development of an accessible, and profitable seed production technology
under in and exvitro conditions. To do this, the meristem culture technique was used to
regenerate vitroplants free from any disease.

Apical meristems were collected and cultured on liquid Murashige and Skoog (MS) medium
supplemented with kinetin (0 and 0.5 mg / 1) and GA3 (0.1, 1.5, 2.5 and 3 mg / 1). For the
mass propagation of regenerated vitroplants, the morphogenetic capacities of the "Boly",
"Dina" and Beau regard varieties were evaluated in vitro on MS medium supplemented with
kinetin at different concentrations (0; 1; 1,5; 2; 2; 5 and 3 mg / I). The Boly variety, which
appeared to be the most efficient under in vitro conditions, was acclimatized without any
contamination on sterile substrate in mini greenhouses and used for a propagation test by
cuttings. To do this, cuttings with 1 or 2 nodes were grown on different mixtures of soil and
load v/v: 100/0, 75/25, 50/50, 25/75, 0/100.

The results revealed that the hormonal combination of kinetin and GA3 respectively at
concentration 0.5mg/l and 3mg/l was the most stimulating of meristem regeneration.
Micropropagation in the presence of kinetin detected a stimulatory effect of it on the growth
of vitroplants of the three varieties used compared to controls. The length growths of
vitroplants the most important in the Boly (4.5 cm), Dina (2.7 cm) and Beau regard (3.9 cm)
varieties were respectively obtained in the presence of kinetin at 2, 1 and 3mg / 1.
Acclimatization in the mini greenhouse led to 82% success rates on the 100% soil substrate.
In contrast, the 75% load and 25% soil (TS25) substrate proved to be the most suitable for the
development and multiplication of cuttings compared to other substrates. In addition, the
results showed that 1-node cuttings regenerate plants of the same size (24 cm) and with the
same numbers of nodes (9 nodes) as those from 2-node cuttings after 2 months of culture. The
method proposed in this study makes it possible to rapidly produce sweet potato seeds free
from any disease. Indeed, with this method of producing cuttings in mini greenhouse, it is
possible to achieve multiplication rates 250 times higher than those obtained after one year
with the conventional method of producing sweet potato seed.

Key words: Sweet potato ([pomea batatas Lam.), meristem culture, microbutting, vitroplants,
ex-vitro cuttings
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INTRODUCTION

La patate douce est une culture économiquement importante dans les régions tropicales,
subtropicales et chaudes (Mervat et al., 2009). Elle est la septieme plus importante culture
dans le monde et la cinquieme dans les pays en voie de développement aprés le riz, le blé, le
mais et le manioc (Shimada et Otani, 2007). Elle est cultivée dans plus de 110 pays sur une
superficie estimée a 8,5 millions d'hectares (Placide ef al., 2013). La production mondiale
annuelle de patate douce est estimée a 106,5 millions de tonnes dont 80 % provient de la
Chine et environ 15% d'Afrique orientale et centrale (FAOSTAT, 2010). Les rendements
varient de 5,4 t/ha (Afrique) a 19,5 t/ha (Asie).

En Afrique, la Tanzanie est le premier pays producteur (3,47 millions de tonnes), suivent le
Nigéria (3,45 millions de tonnes), I’Ouganda (2,59 millions de tonnes), le Kenya (1,15
million), le Madagascar (1.13 million) et le Rwanda (1,08 million) (FAOSTAT, 2015). Les
superficies emblavées en Afrique sont de 3,74 millions d’hectares (FAOSTAT, 2017). Au
Sénégal, la production annuelle en 2017 est estimée en moyenne a 40 983 T sur environ 4 000

ha des superficies mises en valeur dans la Vallée du Fleuve, (FAOSTAT, 2017)

Cependant, malgré la facilité et les exigences minimes de la culture, ’expansion de la patate
douce a travers le monde est menacée par de nombreux stress biotiques et abiotiques,
notamment les dommages séveres causés par les maladies (virales et bactériennes) et les
parasites (Shimada et Otani, 2007). En effet, les maladies virales restent de loin la menace la
plus importante pour 1’expansion de la culture de la patate douce a travers le monde. Elles
occasionnent annuellement des pertes de rendement pouvant varier entre 50 et 98 % (Gibson
et al., 1998 ; Loebenstein et al., 2003). Elles sont d’ailleurs considérées comme la principale
cause d’extinction de variétés de patate douce (Salazar et Fuentes, 2001) et de

I’indisponibilité¢ de semences de qualité.

Au Sénégal, la culture de la patate douce, a I’instar de plusieurs pays africains (Glato et al.,
2013), est confrontée aux maladies et par voie de conséquence a la disponibilité de semences
de qualit¢é en quantité suffisante. En effet, comme chez toutes les especes multipliées
végétativement, la propagation de la patate douce se fait essentiellement soit a partir de
tubercules, soit a partir de fragments de tiges, ce qui entraine une accumulation de
nombreuses maladies d’une génération a une autre. Cette pratique est d’autant plus
désastreuse que le matériel de plantation échangé d’un champ a un autre n’est pas toujours

soumis a un controle de qualité¢ (Shimada et Otani, 2007 ; Starthers, 2013).
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Néanmoins, ces contraintes sanitaires affectant les plantes et la qualité des semences peuvent
étre résolues par 1’application de techniques de culture in vitro tel que 1’assainissement par
culture de méristéme et la micropropagation en masse de plants sains. En effet, en absence
de thermothérapie pour traiter ces maladies, la culture de méristémes in vitro reste la seule
technique efficace pour éliminer les virus de la patate douce (Feng et al., 2000). L utilisation
de plants indemnes de virus peut restaurer, durant 3 a 4 ans, les excellents rendements

d’origine de la variété et augmenter sa résistance a d’autres pathogenes (Feng ef al., 2000).

Les techniques de culture in vitro appliquées a la production de matériel de plantation sain de
patate douce, constituent ainsi une alternative certaine pour résoudre les problemes
d’approvisionnement en quantité et en qualité de boutures auxquels les producteurs sénégalais

sont confrontés.

L’objectif de ce travail est de contribuer a la mise en place d’un systéeme d’approvisionnement
durable en matériel de plantation en qualité et quantité suffisante, par la mise au point de
protocoles simples de multiplication de semences issues de la culture in vitro, que les

producteurs pourront utiliser pour I’obtention rapide de boutures saines.
Pour ce faire, nous avons cherché a :

e assainir le matériel végétal par la culture de méristémes ;
e ¢valuer les capacités morphogénétiques de trois variétés de patate douce en présence
de concentrations croissantes de kinétine ;
e mettre au point une méthode efficace d’acclimatation de vitroplants de patate douce en
mini serre ;
e développer ex vitro une méthode accessible de production de semences de patate
douce a partir de boutures de seconde génération issues de vitroplants.
Dans la premiére partie de ce travail, nous avons abordé¢ a travers une analyse synthétique de
la bibliographie, quelques généralités sur la patate douce et sur la culture in vitro. Dans la
seconde partie, la démarche méthodologique adoptée au cours de nos expérimentations a été
présentée. La troisieme partie du travail est consacrée a la présentation et a la discussion des

résultats. Enfin, nous avons conclu et dégagé des perspectives de recherche.
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1. Présentation de la patate douce

1.1. Origine

La patate douce (Ilpomea batatas Lam.) est originaire d’Amérique tropicale, notamment
d’ Amérique centrale et méridionale (Huaman et al., 1999). Elle serait introduite en Afrique,
aux Indes orientales et Philippines aux XVIe et XVlIe siécle par les espagnols et les portugais
(Janssens, 2001). Ipomea batatas n’est pas connue a I’état sauvage (Huaman et al., 1999).
Parmi les especes du genre Ipomea série batatas, treize sont considérées comme voisines de la
patate douce mais I’ancétre sauvage de cette plante n’est pas encore identifié¢ (Srisuwan ef al.,
2006). Nombreuses sont les hypotheses qui ont été émises dans le but d’expliquer I’origine de
la patate douce (Srisuwan et al., 2006). Les études moléculaires menées sur la patate douce et
les especes diploides voisines par l’utilisation de marqueurs génétiques 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’/pomea trifida est I'une des
especes la plus étroitement liée a la patate douce. De méme, 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 ont abouti & la méme conclusion (Srisuwan et al., 2006).

Aujourd'hui, la patate douce est une culture que I'on rencontre partout sous les tropiques. 11
s'agit d'une plante pérenne qui est, cependant, traitée par les paysans comme une plante

annuelle.
1.2. Systématique

La patate douce (I[pomea batatas Lam.) est une dicotylédone gamopétale appartenant a I'ordre

des Solanales et a la famille des convolvulacées (Cavalcante-Alves, 1996).

La patate douce est une plante herbacée rampante. Les tiges, plus ou moins poilues, sont un
peu volubiles et mesurent de 50 cm a plus de 3m de long. Les feuilles, de forme variable,
possédent de longs pétioles et leur phyllotaxie est alterne spiralée de type 2/5. Les fleurs sont
campanulées, rarement fertiles, violettes ou blanches, groupées en ombelles, axillaires. Le

fruit est une capsule déhiscente contenant une ou deux graines (Bouhassan, 1984).

La partie souterraine est essentiellement constituée de racines qui se comportent en vrais
organes de stockage d’¢léments nutritifs. Chaque plante produit quelques tubercules sur le site

de plantation (10 environ) et d'autres prés des nceuds. Ces tubercules pésent entre 0,1 et plus
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d'l kg et contiennent un latex blanc et gluant. Selon la variété, ils sont de couleur variable,

avec de nombreuses nuances de blanc, de jaunatre, de rose et de pourpre (Anonyme, 2015).

Le systéme racinaire de la patate douce est subdivisé en plusieurs catégories de racines

(Bouhassan, 1984) :

» Les racines adventives développées sur la tige a géotropisme positif ou a dia-

géotropisme ;
» Les racines latérales formées sur les racines plus agées ;
» Les racines de tubercule poussant sur les tubercules ;

» Les racines nodales : ce sont des racines préformées présentes en nombre variable au

niveau de chaque nceud de part et d’autre de I’insertion du pétiole ;

» Les racines inter-nodales : ce sont des racines fines néoformées se développant le plus

souvent a la base de la bouture (Figure 1).

Figure 1: Composantes d’une plante de patate douce

Source : https://cipotato.org
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1.3. Types variétaux

L’espeéce Ipomea batatas Lam. comprend des centaines de variétés. Ces dernicres se
distinguent par le port et la couleur des tiges, la forme, la taille et la couleur des pétioles et des

feuilles, la couleur de la peau et de la chair des tubercules, etc.

Au Sénégal, plusieurs variétés existent mais les trois plus performantes sont les suivantes

(SAED, ISRA, ITA, 2009):

» 83-176 Tis : peau rouge, chair blanche et peu sucrée. Feuilles lobées, a nervures vertes

parfois rougeatres. Cycle : 120 jours

» 25-44 : peau rouge, chair blanche peu sucrée. Feuille cordiforme et nervures vertes.

Cycle : 120 jours

» Fanaye : peau et chair blanches, peu sucrée. Feuille cordiforme, nervures vertes.

Systeme végétatif trés développé (grande capacité de propagation). Cycle : 180 jours.
1.4. Ecologie

La patate douce est une plante extrémement flexible sur le plan climatique (Cheikh, 1984).
Elle pousse de 32° sud a 40° nord sous une gamme variée de conditions agricoles et s'adapte
bien a la chaleur, a la sécheresse, a de nombreuses maladies et ravageurs, de méme qu'a des
sols marginaux, pauvres et inondés. Ses aires de culture par rapport au niveau de la mer vont
de 0 a 2100 voire 3000m, entre les latitudes 40° N et 32° S. Toutefois ses conditions
optimales de culture sont : 24°C de température, 75 a 100mm de pluviométrie annuelle avec
50 mm pendant la période de croissance végétative. Le pH optimal du sol est de 5,6 a 6,6

(Gura, 1991).

L’espece est plastique au point de vue édaphique, pourvu que le sol soit meuble, perméable et
sans exces d’azote (Janssens, 2001). La patate douce a besoin d’un ensoleillement abondant

pour son développement. Suivant les variétés, il faut entre 120 et 210 jours pour boucler le

cycle (Gura, 1991).
1.5. Culture et rendement

De facon classique, il est recommandé des buttes moyennes (30 a 50 cm de haut) espacées de
Im/1m sur chacune desquelles seront placées 3 boutures. Ainsi la densité standard sera de
10 000 buttes et 30 000 plants a I’hectare. Sur des billons, la densité standard recommandée

est de 33 000 plants a I’hectare, soit une plantation tous les 30 cm sur le billon.
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En culture sur terrain plat, les densités sont identiques a la culture sur billon. Elle peut étre
plantée comme culture intercalaire dés que la culture principale est bien établie. La plantation
des boutures se fait en enterrant les boutures au deux tiers de fagon oblique. Pour des boutures
de 3 ou 4 nceuds, il est conseillé de mettre en terre au moins 2 nceuds (Dibi, 2015). Toutefois,
on peut aller jusqu’a 100.000 boutures selon les conditions du milieu. Les meilleurs résultats
sont obtenus avec une densité de plantation de 80 000 plants/ha (0,50 x 0,25 cm). Elle donne
un rendement supérieur que pour la plantation de 50 000 plants /ha (0,80 x 0,25 cm) (ISRA,
ITA, SAED, 2009).

Le rendement moyen en milieu paysan est de 15 T/ha. Des rendements entre 40 et 60 T/ha

sont obtenus dans la vallée du fleuve Sénégal selon les variétés (ISRA, ITA, SAED, 2009).
1.6. Ennemis de la culture
1.6.1. 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. Les plus
dévastatrices apparaissent quelques heures aprés 1'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). 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, 2004). Elles sont considérées comme la principale cause d’extinction de
variétés. Elles sont transmises soit par les pucerons soit par les aleurodes (Salazar et Fuentes,
2001). Les atteintes virales sont souvent dues a des complexes de virus qui différent d’ une

zone géographique a une autre (Salazar et Fuentes, 2001).
1.6.2. Ravageurs

Le plus dangereux des ravageurs d'apres-récolte est le charangon de la patate douce
(Cylaspuncticollis et Cylasformicarius). 11 s'agit de petits coléopteres d'environ 6 & 8 mm de
long, dont l'aspect et la biologie sont treés similaires. Ces charangons et leurs larves sont les
plus destructeurs parmi les ravageurs de la patate d’aprés Dhakhwa (2008). 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 préférent 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 qui
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rend les tubercules impropres a la consommation humaine. Il est difficile de lutter contre le

charangon malgré 1’utilisation des insecticides (Talekar, 1982) cité par Triqui en 2009.
1.7. Intérét et importance économique
1.7.1. Marché et économie

La production de la patate douce est moins coliteuse que la plupart des autres cultures du fait
qu'elle est facile a cultiver, qu'elle a un cycle court et donne en général des rendements

satisfaisants. La Chine est le plus grand producteur de patate douce suivi de la Tanzanie, du

Nigeria et de I’Ouganda (FAOSTAT, 2010).

Toutefois, la culture ne parait pas toujours trés rentable dans le contexte africain et son
importance y reste limitée a la consommation familiale. En effet, les travaux réalisés au
Cameroun sur les plantes a tubercules et a racines ont montré que le colt de la main-d’ceuvre
estimé a 93 % du colt total de production, le faible rendement, la sensibilité aux pertes au
stade post-récolte et les bas prix de commercialisation, empéchent une exploitation

¢conomique systématique de la culture (Dibi et al., 2015).
1.7.2. Aspect nutritionnel et diététique

La patate douce est utilisée essentiecllement pour l'alimentation humaine a 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 a 12,1 %), de vitamine A, de
calcium, et de riboflavine (Cavalcante-Alves, 1996). Les cultivars a chair tachetée d'orange
sont particulierement riches en vitamine A (Moyer, 1982). La patate douce peut aussi fournir
de I'énergie issue de la biomasse avec a peu pres 782 galons d'alcool/acre (Cavalcante-Alves,
1996). Elle est considérée comme un aliment hautement énergétique avec approximativement
100 cal/100 g. Un hectare de patate douce peut couvrir les besoins en calcium 50 fois plus, en
thiamine 8 fois plus et en riboflavine 11 fois plus que le riz en besoins journaliers (Amara et

Romain, 2000).
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Figure 2: Composition nutritionnelle de la patate douce
Source : Centre International de Pomme de terre

Tableau 1: Teneur en nutriments de la patate douce

Minéraux Quantité pour 100g de MS, brut, non pelé
fer (mg) 0,5

Zinc (mg) 0,2

Calcium (mg) 34

Potassium (mg) 298

Phosphore (mg) 29

Antioxydants

Caroténoides (mg) 15,5

Béta-carotene (mg) 13,1

Source: https://cipotato.org/others/quality-nutrition-lab/
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1.7.3. Utilisations

La patate douce constitue une source précieuse de nourriture, d’aliments pour animaux et de
matiere premicre pour les industries (Anwar et al., 2010). Les tiges et le feuillage sont utilisés

comme fourrage (Cavalcante- Alves, 1996) cité par Glato et al. (2014).

La patate douce est avant tout consommée en Afrique sous forme de tubercules frais. Elle sert
comme mati¢re premiére, en brasserie, en amidonnerie et en féculerie. La biomasse foliaire
sert en outre de fourrages et comme aliment porcin en plus d’étre consommés comme
légumes verts. L'incorporation de la farine aux pates alimentaires reste limitée en Afrique.
Elle peut également servir dans la préparation de mets a base de lait et de sucre comme le

« dakare » des populations autochtones de 'Adamaoua au Cameroun (FAO, 2000).

1.8. Systéme semencier de la patate douce
Les semences de patate douce communément connues sous le terme ‘boutures’ sont utilisées
pour désigner les bouts de tiges qui sont plantées et qui peuvent donner plusieurs boutures.
Contrairement aux vraies graines de céréales ou de légumineuses, les boutures de patate
douce sont des plantes fraiches et vertes, avec une teneur en humidité élevée, encombrants a

transporter et avec une durée de vie tres courte (Vernier et Varin, 1994).

Etant donné que la patate douce est récalcitrante a la multiplication sexuée, il est nécessaire
d’avoir un systéme semencier capable de maintenir en toute sécurité des semences pures et

saines, de les multiplier et de les diffuser aupres des producteurs (Stathers, 2013).

1.8.1. Différents niveaux de multiplication de matériel de plantation
Le Centre International de la Pomme de terre (CIP) et ses partenaires ont défini différents
niveaux de multiplication de matériel de plantation: le niveau de base, le site de
multiplication primaire (PMS), le site de multiplication secondaire (SMS) et le site de

multiplication tertiaire (TMS).

e Le niveau de base se trouve uniquement dans les instituts agricoles. Ils
possédent souvent des laboratoires de culture de tissus et /ou d’autres moyens de
conservation des matériels de plantation exempts de virus.

e  Les sites de multiplication primaires (PMS) sont étroitement supervisés par des
chercheurs et se trouvent généralement dans des centres de recherche.

e Les sites secondaires de multiplication a moyenne échelle (SMS) sont mis en
place pour former des points décentralisés d’acces au matériel de plantation par les

agriculteurs multiplicateurs.
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e Les sites de multiplication tertiaires décentralisés de niveau communautaire

(TMS) représentent d’autres sites décentralisés gérés par des agriculteurs ou groupes

d’agriculteurs, souvent connus sous le nom de DVM (multiplicateurs décentralisés de
boutures).

Bien qu’idéalement ce soit les DMV de niveau tertiaire qui communiquent avec les

agriculteurs en leur fournissant du matériel de plantation a valeur commerciale ou

subventionnée, dans la pratique, les niveaux primaires, secondaires et tertiaires, fournissent

tous du matériel de plantation aux producteurs (Stathers, 2013).

1.8.2. Reéglementation sur les semences de patate douce
En 2010, la FAO a publi¢ des protocoles et des normes pour les cultures a multiplication
végétative, notamment la patate douce. Ces normes exigent des niveaux de tolérance pour les

différentes maladies et insectes ravageurs qui touchent les boutures de la patate douce.

La législation de la CEDEAO (2008) exige la tracabilité des boutures lors du transfert ou
échange de matériel végétal. Ainsi tout producteur ou agro-multiplicateur devra justifier
I’origine de la semence mére par des documents tels que I’étiquette de certification, la facture,

le bon de livraison ou tout autre document jugé pertinent.
2. Généralités sur la culture in vitro

La culture in vitro est une technique visant a régénérer une plante entiere a partir d’organes,
tissus ou de cellules végétales en conditions controlées sur un milieu nutritif. Elle se fait en
quatre phases qui sont : I’introduction du matériel végétal, la multiplication, I’enracinement et
I’acclimatation (sevrage). De plus, l'usage des techniques de culture in vitro nécessite peu
d'espace, un temps réduit et peut-étre programmé indépendamment des saisons (Vidalis et al.,

1989).

1. Conditions physiques en culture in vitro
2.1.1. Lumiére et photopériode
La lumicere, facteur déterminant pour la culture in vitro des plantes, est indispensable au
déclenchement et au bon déroulement de certains processus morphogénétiques. Sa qualité
dépend de I’intensité de l'éclairement et de la qualité spectrale de la lumicre regue par la
culture (Ghomari, 2015). La photopériode influence significativement la prolifération, la

croissance et le développement de I’explant (Lepoivre, 2003).
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2.1.2. Température
Dans les conditions de culture in vitro, la température est généralement régulée en tenant
compte des espéces (tropicales ou tempérées). Pour la patate douce, elle varie entre 24/26°C
en continu. Par ailleurs la température dans les flacons de culture peut étre supérieure de 2 a
4°C a la température de la piece a cause de la lumicre. Toutefois, selon Lg, (1994), ce sont des
faibles températures de 15°a 20°C qui stimulent la micro tubérisation chez la pomme de terre.
Tchetche et al. (2008) ont pu montrer que 1’incubation des vitroplants a des températures non
régulieres incite une irrégularité de I’évapotranspiration des plants, et par conséquent une

diminution de leur croissance.

2.1.3. Hygrométrie
Elle doit atteindre environ 100% d'humidité relative dans les récipients de culture. Cependant,
il est important de ne pas asphyxier les explants par un exces de condensation a la surface du

milieu (Thiam, 2017).

2.14. Les régulateurs de croissance
Un régulateur de croissance, appelé également « phytohormone », est défini comme étant, une
substance qui, suivant sa concentration absolue ou relative dans le milieu, peut supprimer,
stimuler ou modifier sous certaines conditions les processus de différenciations (Vidalis ef al.,
1989). Ils sont classés en cinq groupes : auxines, cytokinines, gibbérellines, acides

abscissiques et éthylénes (Margara, 1989).

Les auxines et les cytokinines sont des régulateurs de croissance indispensables au bon
démarrage et a I’entretien de cultures de tissus végétaux en conditions in vitro (Skoog et

Miller 1957).

2. Les techniques de culture in vitro

Plusieurs techniques sont utilisées pour la culture des tissus.

2.2.1. Embryogenese somatique
Cette technique a été décrite pour la premiere fois chez la carotte en 1958 par Reinard et
Stewart cité par Ghomari ef al. (2015). A la suite de ces travaux sur des cultures cellulaires de
carotte, I'embryogenese somatique expérimentale a été largement développée chez un grand
nombre d'especes monocotylédones en raison des difficultés a leur micropropagation in vitro
(Michaux-Ferriere et al., 1992). Toutefois, cette technique est désormais répandue chez les

dicotylédones tant herbacées que ligneuses (Sané, 1998 ; Sané et al., 2006; San¢, 2007).
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2.2.2. Culture de méristémes
Le méristéme apical correspond au dome apical entouré¢ d’une paire ou de deux paires de
primordia foliaires. Il est constitué de tissus en expansion continue, conférant une
organogenese permanente chez les végétaux supérieurs (Iftekhar, 2010). Plusieurs travaux ont
¢été réalisés dans le but d’obtenir des plants indemnes de virus par la technique de culture de
méristéme. En général, ces derniers sont cultivés sur milieu MS additionné de BAP, d’ANA et
GA3 (Triqui, 2009). La détection des virus peut se faire soit par indexage en greffant la plante
supposée infectée sur des plantes indicatrices sensibles telle que Ipomoea setosa ou par

détection sérologique de type ELISA ou Dot-ELISA (Feng et al., 2000).

2.2.3. Micropropagation
La micropropagation apporte un avantage considérable par rapport aux méthodes
traditionnelles avec des taux de multiplication de 100 a 1000 fois plus €levés et en un temps

plus réduit (Ochette, 2005).

D'un point de vue pratique, les systémes de production de semences par micropropagation
représentent une alternative intéressante et efficace pour constituer rapidement un stock de
matériel de qualité sanitaire irréprochable. Ils peuvent aisément étre intégrés dans le cadre
d'un approvisionnement en plants de haute qualité destinés a la production de semences

certifiées (Changins, 2011).

Revue Bibliographique 12



MATERIEL ET METHODES




1. Matériel végétal
Le matériel végétal utilisé est issu de plants de patate douce provenant de la collection du
Centre International de Pomme de terre €levés en serre et de boutures prélevées dans les

parcelles de la station de 'ISRA a Sangalkam.

Les tests ont porté sur une variété a chair jaune-blanchatre Boly et deux autres a chair

orange Dina et Beau Regard.

2. Méthodologie

2.1. Désinfection des explants

Des tiges de patate douce saines ont €té prélevées sur des plants de 2 mois élevés sous serre.
Elles ont ét¢ abondamment lavées a I’eau de robinet puis passées a I’alcool 70° pendant une
durée de 30 secondes avant d’étre rincées trois fois de suite avec de I’eau savonneuse. Les
tiges ont ensuite été désinfectées a 1’aide d’une solution d’hypochlorite de sodium a 4°
chlorométrique sous la hotte a flux laminaire. Différents temps de trempage des tiges ont été
testés 10 ; 15; 20 ; 25 et 30 minutes en vue de définir le temps qui permet d’enregistrer le
taux de reprise des boutures le plus élevé associé a un plus faible taux d’infection des
explants. Trois séries de ringcages de 5 mn ont été effectuées avec de I’eau distillée stérile
apres chaque temps de trempage. Les tiges ainsi désinfectées ont été découpées sous la hotte
en boutures uni nodales de 1 a 1,5 cm puis sont placées en culture dans des tubes a essais

contenant 15 ml d’une solution de Murashige et Skoog (1962) additionnée de kinétine.

Les taux de décontamination, de débourrement et de nécrose des explants en fonction du
temps de trempage dans 1’hypochlorite de sodium a 4° chlorimétrique ont été estimés par

rapport au nombre d’explants mis en culture (24 tubes par traitement).

Les fragments de tiges destinés a la culture de méristémes, ont été prélevés a un stade
précoce a I’extrémité des tiges des plants élevés en serre. Ils sont moins durs et tres fragiles.
Ainsi, un temps de trempage de 10 mn a été effectué sur tous les traitements suivis de 3

ringages d’une durée de 5 mn chacun a I’eau distillée stérile.
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Figure 3: Désinfection des explants : a) boutures issues de plants élevés en serre, b) Explants en

désinfection a différents temps de trempage

2.2. Préparation des milieux de culture

Afin de préparer 1 L de milieu de culture de base MS (Murashige et Skoog 1962) solide, nous
avons mélangé 20g de sucre, 100 mg de myo-inositol, 50 ml de solution macroéléments, 1 ml
de solution macroéléments, 1 ml de solution de vitamines, 5 ml de solution de Fer EDAT dans
une g.s.p 1L d’eau distillée. Les milieux sont solidifiés avec de 1’ Agar (7 g/I) apres ajustement
du pH a 5,7. Ils sont ensuite placés dans un four microonde jusqu’a ébullition avant d’€tre
distribués dans les tubes a essais a 1’aide d’un distributeur automatique. Pour chaque
traitement (culture de méristémes et micropropagation), 24 répétitions ont été réalisées puis

stérilisées a ’autoclave.

Les tests sur la micropropagation ont €té réalisés sur le milieu de Murashige et Skoog (1962)

solide additionné de différentes concentrations de kinétine : 0 ; 1 : 1,5 ;2 ;2,5 ; et 3 mg/L.

La culture de méristémes a ¢été effectuée sur un milieu de Murashige et Skoog (1962) liquide
supplémentés de Kinétine et de GAs. La kinétine a été ajoutée avant la stérilisation du milieu.
Par contre, la GA3, thermolabile, a été stérilement ajoutée sous la hotte a flux laminaire a
I’aide d’un filtre millipore, une aiguille et d’une micro pipette a cOne stérile. Les

concentrations en phytohormones additionnées sont présentées dans le tableau 2.

L’état de stérilité des milieux a été vérifié en conservant les tubes remplis pendant 3 jours

avant utilisation.
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Tableau 2: Concentrations des phytohormones ajoutées aux milieux liquides de base MS utilisés pour

la culture de méristémes

» Concentration en mg/1
Milieux de culture

GA3 Kinétine
A 0 0
B 0 0.5
C 1 0.5
D 2 0.5
E 3 0.5

2.3. Culture de méristémes

2.3.1 Substrat et conditions de culture
Les tubes contenant des bouts de papiers absorbants sont stérilisés a 1’autoclave pendant 20
minutes a 120°C sous une pression de 1 bar. Le papier absorbant a pour role d’empécher les
méristemes de s’immerger dans les milieux liquides (A, B, C, D et E) tout en gardant une
humidité de 100%. Pour chaque traitement, 24 tubes ont été utilisés a raison de 10 ml de

milieu liquide par tube.

2.3.2 Initiation des méristémes
La culture de méristéme a été faite sur la variété Beau regard. Les explants préalablement
prélevés sont trempés dans 1’hypochlorite de sodium (4° chlorométrique) pendant 10 mn.
Apres 3 ringages de 5 mn dans ’eau distillée stérile, ils sont mis en culture dans un milieu de
base MS non supplémenté en phytohormones pendant une semaine pour jauger leur réactivité
et leur état de stérilité. Le prélévement des méristémes a été effectué¢ sur les micro-boutures
non infectées en utilisant une aiguille hypodermique stérile et un scalpel a I’aide d’une loupe
binoculaire a lumiere froide sous la hotte a flux laminaire. Pour éviter la déshydratation, les
méristémes isolés (0,3-0,5 mm) ont été transférés rapidement sur le papier filtre en tubes,
scellé puis placé en chambre de culture. Les cultures ont été maintenues a une température de
26°C sous une photopériode de 16h jour/8h nuit, une intensité lumineuse de 66 lux et une
humidité absolue de 45%. Apres 8 semaines, les méristémes développés ont été repiqués sur

un milieu MS solide dépourvu d’hormone.

Les paramétres étudiés apreés 8 semaines de culture ont porté sur la réactivité, la croissance et
le développement des méristémes, les taux de callogénese et de pertes par rapport au nombre

de méristémes initialement mis en culture (24 pour chaque traitement).
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2.4. Micropropagation

Les vitroplants issus des boutures introduites et désinfectées sont découpés en explants uni-
nodaux d’une taille de 1 a 1,5 cm. Ces derniers sont placés dans des tubes contenant un milieu
de culture de base MS additionné de différentes concentrations de kinétine. Les tubes
étiquetés ont été placés en chambre de culture sous les conditions précédemment décrites (cf.q
2.3.2). Au bout de 6 a 8 semaines de culture, les vitroplants enracinés ont été transférés dans

des mini serres pour acclimatation.

Les parametres mesurés sur les 24 tubes de chaque traitement au bout de 30 et 60 jours de

culture ont porté sur la longueur de la tige, le nombre de nceuds et le développement racinaire.

- La longueur des tiges a ét¢ mesurée en centimetre a ’aide d’un pied a coulisse ;
- Le développement racinaire a été évalué sur une échelle de 0 a 5 : 0 pas de racine ; 1 = tres
peu (1 a 3 racines) ; 2 = Peu (4 a 7 racines) ; 3 = Moyen (8 a 11 racines); 4 = Assez (12 a

15 racines) ; 5 = Beaucoup (> 15 racines).

2.5. Acclimatation en mini serre
L’acclimatation s’est faite a partir du protocole d’acclimatation décrit dans la fiche technique

de la pomme de terre de I'ISRA (Diallo et al., 2015).

2.5.1. Préparation des mini serres
Des mini serres rectangulaires d’une dimension de 2 m® (2 m de longueur, 1 m de largeur
et Im de hauteur) ont été confectionnées. Elles ont été recouvertes a la base par une toile en
plastique percée de petits trous pour le drainage de I’eau et d’une toile plastique transparente
doublée d’une autre de nature insect-proof qui couvrent la totalité¢ de la mini serre (Figure 4a).
Un volume de 105 litres de terreau stérile (composition en Annexe 2) a été répandu comme
substrat de culture a la base de la mini serre (Figure 4 b). Cette derniére a été ensuite placée

sous la grande serre dans un endroit propre et ombragg.

Figure 4: Préparation des mini serres : a) mini serre couvert de toile, b) mini serre remplie de terreau

stérile
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2.5.2. Acclimatation des vitroplants
Les racines des vitroplants sont nettoyées a grande eau pour enlever la gélose puis sont
trempées pendant 3 mn dans une solution a 1g/l de benlate (antifongique). Les vitroplants
ainsi nettoyés sont repiqués méticuleusement dans le terreau a raison de 210 vitroplants par

mini serre soit des écarts de 9,5 cm entre les lignes et 10 cm sur une méme ligne.

L’intérieur et les parois de la mini serre sont aspergés d’eau jusqu'a saturation de
I’environnement des vitroplants en humidité. Le sevrage des plants s’est fait en aérant
graduellement (a partir de la deuxiéme semaine d’élevage) la mini serre par ouverture
progressive du couvercle en plastique. Toutefois, la mini serre a toujours été maintenue
hermétiquement fermée avec la toile insect-proof pour éviter toute contamination ou attaque
de pucerons. L’entretien de la culture s’est fait par arrosage régulier a I’aide d’un asperseur
manuel (tous les deux jours) et le binage du terreau a €té réalisé au fur et a mesure que les

plants se développent pour favoriser une bonne aération des racines.

Le taux de reprise a été noté chaque semaine et au bout de 2 mois de culture, les boutures ont

¢été récoltées, puis repiquées sur différents substrats.

2.6. Production de boutures sous mini serre

2.6.1. Mise en place des traitements
Ces tests ont été réalisés sur la variété Boly qui s’est révélée plus réactive en conditions in
vitro par rapport aux autres variétés. Cinq types de substrat combinant différents pourcentages
de terreau et de sol de Sangalkam stérile ont été utilisés et testés dans quatre mini serres de

2m’ chacune.

Le sol de Sangalkam a été préalablement stérilisé en I’aspergeant avec de 1’eau dans un

tonneau chauffé durant 30 mn avec un feu de bois (Figure 5).

Les tiges ont été coupées a 1’aide de ciseaux en boutures de 1 a 2 nceuds mesurant

respectivement 4 et 8 cm (Figure 6).
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Figure 5: Stérilisation du sol

lcm lcm lcm lcm

Figure 6: Matériel végétal : a) tiges récoltés et effeuillés, b) coupe des tiges en boutures, c) boutures a

1 nceud, d) boutures a 2 nceuds

Pour un volume total de substrat de 105 litres (soit 36 kg), les traitements suivants ont été
réalisés : terreau 100% (T100) ; mélange terreau-sol aux taux respectifs : 75% + 25% (TS25) ;

50 % +50% (TS50); 25% +75% (TS75) et sol 100% (S100).

Chaque mini serre contenant un type de substrat donné a été divisé en deux parties : sur 'une
sont repiquées des boutures a 1 nceud et sur ’autre des boutures de 2 nceuds (Figure 7 b et c).
Une distance de 0,2m a été maintenue pour séparer les traitements comportant les boutures a 1
et 2 nceuds au sein d’'une méme mini serre. La densité de semis a été la méme pour ’ensemble
des traitements, soit 90 boutures pour une superficie de 0,9 m? soit 0,1m d’écart entre les

boutures.

L’ensemble des traitements est résumé dans le tableau ci-apres :
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Tableau 3 : Récapitulatif des traitements

Substrat

Nombres de
Terreau Sol nceuds Traitement

1 T1001N
100 0

2 T1002N

1 TS251N
75 25

2 TS252N

1 TS501N
50 50

2 TS502N

1 TS751N
25 75

2 TS752N

1 S1001IN
0 100

2 S1002N
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Figure 7: Conditions de repiquage des boutures de seconde génération a) mini serre contenant T100 et
S100; b) mini serre contenant le substrat TS25; ¢) mini serre contenant le substrat TS75; d) mini serre

contenant le substrat TS50

2.6.2. Paramétres étudiés
Les parametres étudiés ont porté sur la croissance et le développement des tiges (nombre de
feuilles et allongement). Les relevés de données ont été effectués a 15, 30 et 60 jours apres
repiquage des boutures. Pour chaque traitement, des carrés de 4 plants ont été choisis de facon
aléatoire puis randomisés 4 fois. Ceci a été refait a chaque date de relevée de données

jusqu’au terme de la culture a 60 jours de développement.

3. Analyse statistique des données

Les données obtenues sur ’ensemble des parametres étudiés ont été saisies sur Excel et

analysés par ANOVA a laide du logiciel XLSTAT  version 2016.
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RESULTATS




1. Désinfection des explants

Effet du traitement a I’hypochlorite de sodium sur la désinfection des explants

Dans nos conditions de culture, les explants ne sont pas détruits par le désinfectant quel que
soit le temps de trempage dans I’hypochlorite de sodium a 10, 15 et 20, 25 et 30 minutes
(Figure 8).

Figure 8: Fragments de tiges aprés 30 mn de trempage dans I'hypochlorite de sodium a 4°

chlorimétrique

Le taux de décontamination des explants le plus élevé (96%) est obtenu lorsque les explants
sont trempés pendant 30 min dans de I’hypochlorite de sodium a 4° chlorimétrique. En
revanche, il apparait que les taux de débourrement des explants sont inversement

proportionnels a leur temps de trempage dans I’hypochlorite de sodium (Figure 9).

Aprés 15 mn de trempage, on note d’importants taux de décontamination (67%) et de
débourrement (88%) non associés a une quelconque destruction du matériel végétal (nécrose,

vitrification) contrairement au temps de trempage a 30 mn (Figure 9).
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Figure 9: Taux de décontamination, de débourrement et de nécrose des explants en fonction du temps

de trempage dans 1’hypochlorite de sodium a 4° chlorimétrique aprés 60 jours

Effectif : 24 explants pour chaque temps de trempage

2. Assainissement et réactivité des méristémes

Dans nos conditions d’expérience, les méristémes cultivés ont été prélevés a partir d’apex ou
de bourgeons axillaires préalablement trempés pendant 10 mn dans une solution
d’hypochlorite de sodium a 4° chlorimétrique. Les taux de décontamination obtenus dans ces
conditions varient entre 86 a 100%. C’est a partir de ces explants décontaminés que les
méristéemes ont été prélevés puis mis en culture dans différents milieux contenant de la

kinétine et de la GA3.

Les résultats concernant la culture de méristémes sont reportés dans le tableau 4 ci-dessous.
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Tableau 4: Taux de réactivité, de callogénése, de croissance et développement et de pertes des

méristémes en fonction des milieux de culture aprés 60 jours de culture

Taux de
. Taux de . Taux de
Milieux de culture . croissance et Taux de pertes
réactivité callogenése
développement

: 0%
A 0 mg/l GA3-0 mg/l Kin 57% 43% 43%

: 0%
B 0 mg/l GA3-0,5 mg/l Kin 28% 14% 71%
C 1 mg/l GA3-0,5 mg/l Kin 57% 43% 14% 43%
D 2 mg/l GA3-0,5 mg/l Kin 43% 29% 14% 57%
E 3 mg/l GA3-0,5 mg/l Kin 86% 57% 29% 14%

Effectif: 24 méristémes par traitement sur milieu de base MS

Les taux de réactivité varient entre 28 et 86% en fonction du milieu. Le taux le plus élevé

(86%) a été noté sur le milieu E contenant 3mg/l de GA3 et 0,5mg/1 de kinétine.

Le taux de croissance et développement des méristémes en vitroplants est nul sur les milieux
A et B. Seuls les milieux C, D et E présentent respectivement, apres 60 jours de culture, 43 ;
29 et 57% de méristeémes ayant évolué en plants pourvus d’ébauches foliaires (Figure 10b et

d.

La formation de cals a été notée sur tous les milieux de culture. Toutefois, les taux de
callogenese les plus élevés (29 et 43%) ont été enregistrés dans les milieux A et E avec

respectivement 0 et 3 mg/l de GA3.

Des pertes d’explant plus ou moins importantes (jusqu’a 71%) ont été enregistrées du fait de
I’immersion (asphyxie) de certains méristémes dans le milieu liquide. Il convient de noter
qu’apreés 60 jours de culture, les méristemes qui ne se sont pas développés en plant gardent

néanmoins leur aspect verdatre et semblent encore conserver leur capacité morphogénétique.
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Figure 10: Culture de méristémes sur papier filtre placé sur milieu de culture MS liquide contenant
différentes combinaisons d’hormones (GA3 et kinétine) : méristémes sur milieu E 4 T = 0 (a);
méristémes sur milieu E a T = 30 jours (b) ; méristémes sur milieu E a T = 60 jours (c) ; méristémes

sur milieu C a T = 30 jours (d)

NB : On remarque que le milieu le plus favorable a la croissance et au développement des

méristémes correspond au milieu E illustré par la figure c.

3. Multiplication végétative in vitro
3.1. Effet de la kinétine sur les développements caulinaire, foliaire et racinaire

des vitroplants

La mise en culture des explants dans des milieux enrichis ou non en kinétine nous a permis
d’étudier I’effet de cette derniére sur la croissance des explants. L’analyse des données

mesurées (Tableau 5) a porté sur toutes les variétés confondues en vue de déceler la tendance
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générale de ’effet de la kinétine sur I’expression morphogénétique des explants de patate

douce.

Tableau 5: Effet de différentes concentrations de kinétine sur les 1’expression morphogénétiques des

explants de 1’ensemble des variétés de patate douce étudiées sur milieu de base MS aprés 60 jours

Concentrations de
1 1,5 2 2,5 3
kinetine (mg/L)

Longueur des
2+0,3b  3,1+0,3ab 3,4+0,3a  3,5+0,3a  3,2+0,3ca 3,1+0,3ab

tiges (cm)
Nombre de nceuds  4,5+0,5b 7+£0,5a 7,9+0,5a 8,3+0,5a  7,2+0,5a 7,1+£0,5a
Développement
racinaire 2,2+0,2b 3,2+0,2ab 3,44+0,2a 3,4+0,2a  3,1+0,2ab  3,5+0,2a
(1a5s)

Sur une méme ligne, les chiffres suivis des mémes lettres alphabétiques ne sont pas significativement différents selon le

test de Tukey (HSD) au seuil de 95%.

Le tableau 5 montre qu’il existe un effet stimulateur de la kinétine sur le développement
des explants puisque I’analyse de la variance de Tukey (HSD) révele une différence
significative au seuil de 95% entre les milieux témoins et ceux additionnés de kinétine pour

les trois parametres étudiés.

Les croissances en longueurs de tiges les plus importantes (3,4 ; 3,5 et 3,2cm), mais non
significativement différentes entre elles, sont respectivement enregistrées en présence de
kinétine a 1,5 ; 2 et 2,5 mg/l. Les concentrations de kinétine a 1 et 3 mg/l ne stimulent pas de

fagon optimale le développement des tiges.

Une différence significative est notée concernant le nombre de nceuds qui passe du simple (4)
chez le témoin au double (8) en présence de 2 mg/l de kinétine. Toutefois, I’addition de
kinétine stimule de la méme maniere la formation de nceuds quelle que soit la concentration
apportée puisqu’il n’y pas de différence significative entre les concentrations de kinétine

supplémentées.
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La méme tendance enregistrée sur la longueur des tiges est notée sur le développement
racinaire. Cependant c’est le milieu supplémenté de 3mg/1 de kinétine qui permet d’obtenir le

taux d’enracinement le plus élevé (3,5 racines en moyenne).

3.2.Effet de la kinétine sur la croissance et le développement des 3 variétés de patate
douce
3.2.1. Effet de la kinétine sur la croissance en longueur des tiges chez les 3

variétés de patate douce

La figure 11 révele que les variétés ne se comportent pas de la méme manicre dans les

mémes conditions de culture.

L’analyse de la variance de Fisher (LSD) au seuil de 95% révele une différence significative
concernant la croissance en longueur des explants de la variété Boly cultivée dans les
différents milieux. La concentration de kinétine a 2mg/l, est celle qui stimule de fagon
optimale le développement des explants de la variété Boly qui s’allongent jusqu’a atteindre
une longueur moyenne de 4,5 cm significativement égale a celles favorisées par les

concentrations de 1,5 et 2,5mg/l (Figure 11a).

La croissance en longueur des explants de la variét¢é Dina présente des différences
significatives suivant la nature des milieux testés selon le test de Fisher (LSD) au seuil de
95%. En effet, comparativement aux autres conditions de culture, un effet stimulateur
significatif et optimal de la kinétine est observé sur la croissance en longueur des explants
(2,7 cm) quand ils sont cultivés en présence de 1mg/1 de kinétine. L’analyse statistique révele
aussi que I’absence de kinétine ainsi que les fortes concentrations a 2,5 et 3 mg/I ne stimulent

pas de facon optimale le développement des explants (Figure 11b).

Quant a la variété Beau regard, une différence significative est également notée entre les
milieux supplémentés ou non (témoin) de kinétine. Les milieux supplémentés de kinétine a
1,5;2; 2.5 et 3mg/l stimulent le plus la croissance en longueur des explants qui atteignent
respectivement des longueurs moyennes non significativement différentes de 3,8 ; 3,5 ; 3,4 et

3,9 cm (Figure 11c).
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Figure 11: Effet des différentes concentrations de kinétine sur la croissance en longueur (en cm) des

vitroplants chez les variétés Boly (a) Dina (b) et Beau regard (c) sur le milieu de base MS

Effectif : 24 vitroplants par traitement ; Sur une méme figure les mémes lettres alphabétiques ne sont pas significativement différents selon

le test de Fisher (LSD) au seuil de 95%.

3.2.2. Effet de la kinétine sur la néoformation de bourgeons nodaux chez

les 3 variétés de patate douce

De la méme maniére que pour la croissance en longueur des tiges, I’analyse de la variance par
le test de Fisher (LSD) au seuil de 95% révele une différence significative sur le nombre de
nceuds développé par les variétés Boly et Beau regard. La formation des nceuds est
significativement stimulée par la présence de kinétine dans le milieu de culture. Les plus
importantes valeurs sont obtenues respectivement avec 2 et 1.5 mg/l pour Boly et Beau

regard.
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Cependant aucune différence significative n’est observée entre les différents milieux

supplémentés de kinétine (Figure 12 a et 12 ¢).

Pour la variété Dina , la kinétine n’a pas induit d’effet significatif sur le nombre de nceuds

formés (Figure 12b).

Figure 12: Effet des différentes concentrations de kinétine sur le nombre de bourgeons nodaux

néoformés chez les variétés Boly (a), Dina (b) et Beau regard (c) sur le milieu de base MS

Effectif : 24 vitroplants par traitement ; Sur une méme figure les mémes lettres alphabétiques ne sont pas significativement différents selon

le test de Fisher (LSD) au seuil de 95%.
3.2.3. Effet de la kinétine sur le développement racinaire chez les 3 variétés
L’analyse de la variance a ’aide du test de Fisher (LSD) au seuil de 95%, montre que le

développement racinaire chez la variété Boly ne révele aucune différence significative entre

les différents milieux supplémentés ou non de kinétine (Figure 13a).
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Par contre, I’analyse statistique réveéle un développement racinaire significatif chez la variété
Dina. En effet, on observe une différence significative entre le faible taux d’enracinement des
explants du milieu témoin (2) comparé a ceux plus élevés enregistrés dans les milieux
supplémentés de kinétine. Le taux d’enracinement le plus élevé (4,9) des explants est obtenu

en présence de kinétine a 2mg/1 (Figure 13b).

Concernant la varié¢té Beau regard, une différence significative est notée entre les taux
d’enracinement enregistrés chez les explants cultivés en présence ou en absence de kinétine.
Les concentrations a 1 et 1,5mg/1 permettent de stimuler de fagon optimale I’enracinement des
explants qui atteignent des taux respectifs moyens, non significativement différents, de 3,2 et
3,6 (Figure 13c).

Figure 13: Effet des différentes concentrations de kinétine sur le développement racinaire chez les

variétés Boly (a), Dina (b) et Beau regard (c) sur le milieu de base MS
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Effectif : 24 vitroplants par traitement ; développement racinaire suivant une échelle de 1 a 5; Sur une méme figure les mémes lettres

alphabétiques ne sont pas significativement différents selon le test de Fisher (LSD) au seuil de 95%.

Les figures suivantes illustrent ’effet de la kinétine sur le développement et la croissance des
vitroplants de patate douce a la concentration de 2mg/l de kinétine aprés 15 et 30 jours de

culture in vitro.

Feuilles

A

Neceuds

A

A

Racines

Figure 14: Vitroplants de la variété Boly cultivés en présence de 2 mg/l de kinétine sur milieu de

base MS aprés15 jours (a) et 30 (b) jours de culture

4. Taux de survie des vitroplants en mini serre

L’acclimatation des vitroplants s’est effectuée sur la variété Boly qui a été la plus
performante en conditions in vitro. Elle s’est faite sur du substrat constitué¢ entierement de
terreau stérile et a conduit a un taux de survie allant de 99% durant les premicres semaines a

96% au bout de 8 semaines d’élevage en mini serre (Figure 15).
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Taux de survie

Figure 15: Taux de survie des vitroplants en phase d’acclimatation dans un mini serre rempli de

terreau stérile aprés 8 semaines

La figure 15 nous montre un faible nombre de plants perdus durant la phase

d’acclimatation ce qui correspond a un taux de survie apres 8 semaines avoisinant 82,38%.

Figure 16: Développement des vitroplants en phase d’acclimatation sur du terreau : a) vitroplants a

T=0; b) plants a T=60 jours
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5. Repiquage en mini serre de la variété Boly

5.1. Effet du type de bouture (1 et 2 nceuds) sur le développement des plants

Le tableau 6 traduit I’analyse des données de croissance des boutures a 1 et 2 nceuds
recueillies sur I’ensemble des substrats testés. L’objectif de cette analyse groupée consiste a
pouvoir apprécier le comportement des types de bouture quelle que soit la nature du substrat

de culture utilisé au 30°™ et au 60°™ jour.

Tableau 6: Comparaison des moyennes de croissance et développement des plants en fonction du type

bouture 1 ou 2 nceuds mis en culture sous mini serre apres 60 jours

A 30 jours A 60 jours

Nombre de Longueur des Nombre de Longueur des

Variables feuilles tiges feuilles tiges
Bouture a 2 nceuds 6+1,3a 5,2+0.6a 12,4+1,3a 25,5+0.6a
Bouture a 1 nceud 4,2+1,3a 3,1+0.6b 9,7+1,3a 24.2+0.6a

Sur une méme colonne, les valeurs suivies des mémes lettres ne sont pas significativement différents selon le test de

Newman-Keuls au seuil de confiance de 95%.

Suivant le type de bouture repiqué (1 ou 2 nceuds), le tableau 6 montre que I’analyse de
variance par le test de Newman-Keuls au seuil de 95% révele une différence significative
concernant la croissance des tiges entre les plants issus des boutures a 1 et a 2 nceuds. Par
contre, I’analyse ne montre aucune différence significative pour ce qui concerne le nombre de
feuilles formées apres 30 jours de culture. En effet, les plants issus de boutures a 2 nceuds
développent des longueurs moyennes de tiges (5,2 cm) bien plus importantes que celles des
boutures a 1 nceud (3,1) apres 30 jours de culture. Pourtant, a ce méme stade, les deux types
de bouture développent des plants avec le méme nombre de feuilles malgré la différence
significative observée sur leur taille respective. D’ailleurs, cette derniere disparait avec le
temps puisqu’apres 60 jours de culture, aucune différence significative n’est notée sur la taille
des plants issus de boutures a 1 ou 2 nceuds. En effet, la différence de taille observée aux
stades repiquage (1 nceud : 4 cm, 2 nceud : 8 cm) et 30 jours de culture (1 nceud: 3,1 cm ;
2 nceuds: 5,2 cm) s’estompent au bout de 60 jours de développement. Autrement dit, les
boutures a 1 nceud s’allongent et développent des plants ayant les mémes tailles et nombres de

feuilles que ceux issus de boutures a 2 nceuds apres 60 jours de culture.
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5.2. Effet du type de substrat sur la croissance des plants

5.2.1. Comparaison des parametres de croissance en fonction du type de substrat

Le tableau ci-aprés regroupe les résultats relatifs a la croissance des plants aprés 60 jours de

mise en culture des boutures a 1 et 2 nceuds.

Tableau 7: Comparaison des moyennes de croissance et développement des plants issus de boutures a

1 et 2 nceuds en fonction de la nature du substrat aprés 60 jours de culture.

Longueur des tiges Nombre de feuilles
. Bouture a 1 Bouture a 2 Bouture a 1 Bouture a 2
Modalités
nceud nceuds nceud nceuds
Terreau 75% +
TS25 42,3 a 379 a 16,8 a 16,1a
Sol 25%
Terreau 25% +
TS75 17,2 ab 25.8 ab 11,8 ab 15a
Sol 75%
Terreau
T100 31,1 ab 27,2 ab 10,5 ab 11,8 a
100%
Terreau 50% +
TS50 30,5 ab 37 a 9,2 ab 139 a
Sol 50%
S100 Sol 100% Ob Ob Ob Ob

Sur une méme colonne, les valeurs suivies des mémes lettres ne sont pas significativement différents selon le test de

Newman-Keuls au seuil de 95%

Les résultats du test de Newman-Keuls au seuil de 95% (tableau7) révelent des différences
significatives quant aux effets de la nature des substrats sur la croissance en longueur des
plants issus aussi bien de boutures a I qu’a 2 nceuds. Ainsi le substrat composé de 75% de
terreau et 25% de sol (TS25) apparait comme celui qui favorise plus la croissance en longueur
des plants issus de boutures a 1 nceud (42,3 cm) et a 2 neeuds (37,8 cm) apres 60 jours de

culture.

Une différence significative est également observée entre les substrats pour ce qui concerne la
néoformation de feuilles sur les plants issus de boutures a 1 et a 2 nceuds. Ainsi, nos résultats
montrent que le substrat TS25 est celui qui stimule le plus la formation de feuilles sur les

plants issus de boutures a 1 nceud (16,7) et a 2 nceuds (16).

Résultats 32



Le traitement a 100% de sol (S100) ne favorise pas le développement des boutures. En effet,
aprés 60 jours de culture, une dégénérescence de la plupart des plants a été observée sur ce

substrat.

Le test de Neuwman-Keuls au seuil de 95% montre que sur chaque substrat testé aprés 60
jours de culture, il existe une différence significative entre les plants issus de boutures a 1 et a
2 nceuds aussi bien pour ce qui concerne leur croissance en longueur que leur nombre de
feuilles dépendamment du type de substrat. Une différence significative est également notée
sur le type de substrat pour ces mémes parametres ou d’ailleurs le substrat TS25 semble
donner de meilleurs résultats comme le montre le Tableau 7. Ce dernier laisse paraitre que ce
substrat réveélé comme étant le plus favorable, favorise un bon développement des boutures a
1 nceud au méme titre que ceux a 2 neeuds apres 2 mois de culture engendrant par ricoché
I’intérét d’économiser en colit de production en utilisant des boutures plus courtes (1 nceud).

Ces résultats sont illustrés par les figures 17.

Type de boutures a Type de boutures b

Figure 17: Croissance en longueur (a) et nombre de feuilles (b) en fonction du type de boutures (1 et
2 neeuds) sur le substrat TS25
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La figure 18 (a et b) met en évidence la vitesse de croissance des plants issus des boutures
a 1 et 2 noceuds confondues et élevés sur chaque substrat de culture. Il y apparait que la vitesse
de croissance et le développement foliaires des boutures sont plus importants sur le substrat a
25% de sol (TS25) dés le 30°™ jour de culture. Cette importante vitesse amorcée dés le 30°™®
jour reste maintenue sur ce substrat méme aprés le 60°™ jour. Par contre, la vitesse de
développement et de croissance des plants décroit progressivement avec le temps sur le

substrat avec 100% de sol (Figure 18a et b).

a b

Figure 18: Croissance en longueur (a) et nombre de feuilles (b) des plants au cours du temps suivant

le type de substrat

Analyse groupée sur les 2 types de bouture
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Discussions




1. L’hypochlorite de sodium permet de désinfecter des explants de patate
douce prélevés sur le terrain
La désinfection du matériel végétal reste une étape délicate dans le processus de
multiplication in vitro. Les méthodes de désinfection utilisées doivent avoir un double effet
qui consiste a supprimer les bactéries et champignons tout en évitant d’altérer la qualité des
tissus qui pourrait conduire a leurs nécrose et a leur mortalité (Bouderrah, 1988).C’est pour
ces raisons que, nous avons utilis€ dans notre étude I’hypochlorite de sodium (NaClO) dilu¢ a
4° chlorométrique qui contrairement au chlorure de mercure qui est néfaste pour
I’environnement, pénetre peu ’'intérieur des tissus. Cette concentration (4°) avoisine celles
préconisées par Rabotovao (2004) qui recommande [’utilisation de produits chlorés a des
teneurs comprises entre 5 et 12% car au-dela, ils deviennent toxiques pour les explants mis en
culture. Parallelement, Hammond (2014) a montré qu'une augmentation de la concentration
ou du temps de trempage réduisait significativement le taux de contamination, mais devenait
toxique ou nuisible pour l'explant en provoquant une nécrose et la mort de celui-ci. Ces
observations ont €té corroborées par notre étude. En effet, nos résultats ont montré que 15 mn
de trempage conduit a une décontamination de 67% pour un taux de débourrement de 88% et
un taux de nécrose de 0% alors qu’un trempage plus long (30 mn) conduit certes a une
décontamination de 92%, mais aussi a des taux de débourrement et de nécrose respectifs de
21 et 13%.
Par ailleurs, Razdan (1993) a démontré que le type de désinfectant, la concentration et la
durée d’utilisation dépendaient de la nature de l'explant et de I'espéce. Dans notre cas le
matériel végétal utilisé était constitu¢ de fragments de tiges assez robustes, ce qui expliquerait
le faible taux de décoloration observé sur les bouts de fragments aprés 30 mn de trempage
(figure 8). De tels résultats ont été corroborés par les travaux effectués sur I’oignon ou quel
que soit le temps de désinfection (5 a 20 mn), les explants constitués de feuilles, fragiles, sont
toujours détruites par I’hypochlorite de sodium (Thiam, 2017).
2. L’acide gibbérellique associ¢é a la Kkinétine stimule la croissance et le
développement des méristémes de patate douce
La culture de méristémes a été réalisée sur un milieu liquide selon la méthode décrite par
Alam et al. (2004) cité par Alam et al. (2010). L'avantage du milieu liquide réside dans la plus
facile disponibilité de I'eau et des nutriments dissous a la surface des explants. Ceci suggere
que I’environnement physique du milieu liquide permet a un méristéme de proliférer en plant
induisant la formation de vitroplants ou de cals. Par ailleurs, la régénération in vitro des

plantes a partir de méristémes nécessite généralement des hormones exogenes en supplément

Discussion 37



au milieu de culture. Dans notre étude, le milieu additionné de 3 mg/l de GA3 et 0,5 mg/l de
kinétine a permis d’enregistrer le plus important taux de régénération des explants (57%). De
tels résultats issus de la combinaison des effets de la kinétine et du GA3 ont été rapportés sur
la patate douce par Alam et al. (2010). En effet, ces auteurs ont pu obtenir 75% des
méristémes régénérés sur le milieu de base MS supplémenté de 0,5 mg/l de GA3et de 2,0 mg/1
de Kinétine. Par contre, Feng et al. (2000) ont obtenu de meilleurs résultats en cultivant des
domes méristematiques sur un milieu MS additionné de 1 mg/l de GA3, Img/l de BAP et 0,01
mg/l1 d’ANA.

Par ailleurs, des taux de callogénese plus ou moins importants (29 - 43%) ont été notés sur les
milieux de culture. Ces cals a croissance tres rapide se propagent et envahissent compleétement
dans certains cas I’explant qui ne régénere pas de plants. De tels cals ont été également décrits
sur la patate douce par Triqui (2009) qui préconise leur suppression a chaque repiquage pour
éviter la perte du potentiel morphogénétique de I’explant (capacité de différentiation en
vitroplants).
3. La kinétine optimise les capacités des explants de patate douce a développer des
organes en conditions in vitro
3.1. La kinétine favorise I’élongation et la phylogenése des explants de patate
douce
Pour produire en masse des vitroplants de patate douce, nous avons cultivé les explants sur
milieu MS en présence de différentes concentrations de kinétine. Un développement optimal
des explants a été obtenu en présence de 2mg/1 de kinétine qui a favorisé une régénération de
vitroplants de 3,5cm de taille moyenne avec 8 nceuds néoformés. Des résultats similaires de
I’effet de la kinétine ont été décrits par Ndoumou et al. (2004) chez Irvingia gabonensis avec
des accroissements significatifs de taille en présence de 2 et 3 mg/L de kinétine. Chez les
variétés de manioc BEN 86052 et Gbezé, c’est plutot la kinétine a 0,2 mg/l qui a permis

d’obtenir la meilleure phyllogenése sur les explants (Todjiro ef al., 2012).

Par ailleurs, les résultats de notre étude montrent qu’une forte concentration en kinétine
favorise certes un bon développement racinaire, mais inhibe 1’élongation des explants. Ce
résultat est en accord avec les travaux de Berrie (1984) et ceux de Gelata (2001) qui ont
montré que les cytokinines synthétiques inhibent I'¢longation et la multiplication des pousses
a des concentrations ¢élevées. Cependant, chez la patate douce, la kinétine est moins efficace
pour stimuler la formation de nceud et la phyllogenése par rapport a la BAP (Doussoh et al.,

2018).
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Nos résultats ont montré que les explants se développaient aussi trés bien en absence de toute
phytohormone. Ceci pourrait s’expliquer selon Ram Chandra (2011) par une accumulation
accrue de régulateurs de croissance endogenes au sein de 1’explant. Ce résultat confirme les
travaux de Malaurie ef al. (1995) qui ont montré que les variations du rapport auxine /
cytokinine ont des effets précis sur le développement des explants et déterminent de ce fait le

sens de I’organogengése.

3.2. La kinétine favorise le développement racinaire des explants de patate
douce
Les résultats de notre étude montrent que 1’addition de kinétine (a 1,5, 2 et 3mg /1) stimule la
rhizogenese. Des effets similaires ont été rapportés chez le manioc par Todjiro et al. (2012)
qui ont montré que la kinétine (0,2 mg/l) favorisait une rhizogenese plus importante que la
BAP (0,2 mg/l). Les résultats obtenus par Todjiro et al. (2013) sur le manioc ont montré que
le milieu MS avec 0,2 mg/1 de kinétine était plus favorable a la formation de racines. Cet effet
stimulateur de la kinétine sur la formation de racines a également été rapporté par Kbiach
(2002) chez le chéne, Ndoumou et al. (2004) chez la mangue sauvage, Ahanhanzo et al.

(2008) chez le manioc.

Cet effet de la kinétine ne saurait seulement étre expliqué par le rapport auxine / cytokinine
(Malaurie et al., 1995) ou la présence de bourgeons qui est nécessaire a la rhizogenese (Favre
(1977). En effet, d’autres auteurs impliquent des organes comme les bourgeons et la feuille
qui exercent également un effet stimulateur sur la rhizogenése (Margara, 1989) cité par Saidi,
(2009). Selon cet auteur, la néoformation de racines serait déclenchée par 1’action d’une
substance mobile qui est I’AIA synthétisée par les feuilles et qui migre ensuite vers la base de
la tige.

3.3. La Kkinétine présente un effet différentiel sur la croissance et le

développement chez les différents génotypes de patate douce

Nos résultats ont montré que la réponse des variétés de patate douce par rapport aux
parametres étudiés est variable pour le méme type de régulateur de croissance. Les
concentrations de kinétine a 1,5 ; 2 et 2,5 mg/l stimulent respectivement de facon optimale
I’croissance en longueur des variétés Beau regard, Boly et Dina. La variété Beau regard
s’allonge le plus en présence de 3mg/l de kinétine alors que les variétés Boly et Dina
s’allongent mieux avec les concentrations respectives de kinétine a 2et 1mg/1.
Ces résultats révelent une interaction entre les régulateurs de croissance et les génotypes

étudiés. Plusieurs travaux réalisés sur la patate douce et le manioc ont également montré
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I’influence du génotype sur le développement des explants en fonction des teneurs en
régulateurs de croissance (Cacai et al, 2013; Glato et al., 2014; Kamal et al., 2015). De
méme, les travaux réalisés par Ahanhanzo et al. (2010) sur différents génotypes d’ignames
ont aussi confirmé que la réponse des microboutures sous 1’action des cytokinines dépend du
génotype de la plante.
D’aprés Manrique-Trujillo et al. (2013), un protocole de régénération simple, efficace et
reproductible pour la régénération de la patate douce doit étre spécifique au génotype en
raison des variations entre les réponses des cultivars en conditions in vitro. En effet,
I’induction de l’organogenese (bourgeons néoformés) a partir des boutures dépend des
cultivars, des clones a I’'intérieur d’un méme cultivar, de la nature et de la concentration en
phytohormones comme 1’ont déja montré Whan et Schuyler (2005) sur les trois génotypes de
Sequoia sempervirens cité par Glato (2014).
Nos résultats ont par ailleurs, révélé une certaine récalcitrance a la multiplication de la variété
Dina dans les milieux enrichis en phytohormone. De telles réponses ont été également
décrites sur d’autres variétés de patate douce (Gelata, 2001, Liu et al, 2001). Le
comportement de ces variétés suppose que I’addition de ce régulateur de croissance exogene
inhibe le développent des explants qui contiendraient différentes teneurs de régulateurs de
croissance endogenes. Selon Ozturk et Atar (2004), le développement in vitro de ces variétés
récalcitrantes pourrait étre amélioré en modifiant les quantités et natures des régulateurs de
croissance incorporées dans le milieu de culture.
4. L’utilisation des mini serres permet d’optimiser I’acclimatation des vitroplants
de patate douce

Le transfert des vitroplants du laboratoire a la serre exige une modification graduelle
des conditions environnementales (humidité, température). Ceci permet une adaptation
progressive des vitroplants (Alfred et al., 2013). L’acclimatation de la patate douce a été
effectuée avec succes par Gong et al. (2005) et Xiansong, (2010).
Avec une densité de semis de 210 vitroplants sur 2m’, soit un écartement de lcm sur la ligne
et 0,95 cm entre les lignes, le taux de 82% de survie et le développement des plants obtenus
ont été tres satisfaisants dans nos conditions expérimentales.

Ce taux de survie de 82% a été obtenu grace a la technique d’acclimatation que nous
avons adoptée et qui a été décrite sur la fiche technique de production de semences de pomme
de terre de I'ISRA (Diallo et al., 2016) ou il a été noté un taux de survie moins important

(65%).
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Romuald et Anna (2013) ont obtenus 97% chez les cultivars « Carmen Rubin » et « White
Triumph ». Nous avons remarqué un développement rapide des jeunes feuilles qui sont larges
et bien vertes. Aucune anomalie physiologique n’a ¢été observée pendant la phase
d’acclimatation. La morphologie des plantes est similaire a celle observée en station avec
beaucoup plus de vigueur. Cependant, nos taux d’acclimatation sont inférieurs a ceux obtenus
par plusieurs auteurs ayant travaillé sur la pomme de terre et qui ont rapporté des taux
avoisinant 100% (Demeke ef al., 2014; Dolinski et Olek, 2013; Glato et al., 2014). D’apres
Auge (1989), les facteurs de réussite de I’acclimatation sont surtout basé€s sur bonne maitrise
des conditions extérieures notamment [’humidité relative qui est I’'un des facteurs les plus

importants.

5. Le type de substrat et la taille des boutures influencent la croissance et le

développement des plants de patate douce pendant la phase de sevrage
Dans nos conditions expérimentales, le substrat contenant 75% de terreau et 25% de sable
s’avere €tre le plus apte a favoriser le développent des boutures en plant. De tels résultats ont
¢té obtenus par Mapongmetsem et al. (2012) chez Vitex doniana sweet sur un mélange terre
noire/sciure et par Avana et al. (2000) chez Dacryodes edulis sur le méme substrat. D’apres
Loach, (1985), la qualit¢ du substrat est un parameétre trés important pour le succes du
processus d’enracinement des boutures. L’efficacité de notre mélange pourrait donc
s’expliquer par le fait que le terreau est un substrat stérile, et léger (Mapongmetsem et al.,
2012), enrichi en éléments minéraux mais de nature poreuse que nous avons corrigée avec
I’apport du sol de Sangalkam pour une meilleure capacité de rétention de I’eau. Marico (2016)
a obtenu des résultats différents chez le manioc avec un taux de réussite de 65% sur un
substrat contenant 85% du méme sol et 15% du méme terreau utilisés dans nos tests. Par
ailleurs, les importantes pertes que nous avons enregistrées (95% des plants) sur le sol de
Sangalkam (100%) s’expliquent par son caractére trés pauvre en éléments minéraux bien
qu’ayant une forte capacité de rétention d’eau. Parallelement, le sol a été désinfecté pour
¢liminer toute source d’infection, ceci, pourrait également détruire d’autres microorganismes

bénéfiques a la croissance de la plante.

Concernant la taille des boutures de seconde génération, nos résultats ont montré qu’il
n’existe aucune différence significative concernant la croissance et le développement entre les
plants issus de boutures a 1 ou 2 nceuds apres deux mois de culture puisqu’ils régénérent des
plants de 24 cm avec 9 nceuds. Pourtant, il est conseillé dans la multiplication conventionnelle

de la patate douce d’utiliser des boutures de 20 a 45 cm comportant au moins 3 nceuds (FAO
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(1990), Vernier (1994), Starthers (2013)). Selon Zok et al. (1998) cette préférence serait liée
au fait que les boutures les plus longues possédent un taux de survie plus élevé et leurs
exigences en matiére d’entretien sont moindres par rapport a celles plus courtes

Selon Stharters ef al. (2013), il est possible, partant d’une bouture initiale de 3 nceuds, de
produire 729 boutures a 3 nceuds aprés un an et au bout de 6 cycles de multiplication. Ces
quantités rapportées sont moins importantes que celles que nous avons obtenues dans nos
travaux. En effet, notre étude permet d’obtenir sur la méme durée 177.147 boutures a 3 nceuds
a partir d’une seule bouture a un nceud apres 6 cycles de multiplication.
Cependant, certains auteurs stipulent que, les plantules issues de culture tissulaire peuvent étre
couteuses et risquées pour que les agriculteurs y fassent recours, car elles nécessitent un
procédé d’endurcissement minutieux afin de leur permettre de s’adapter et de survivre dans
les conditions ambiantes du champ. De telles inquiétudes peuvent étre surmontées avec
I’appui des instituts de recherches tels que 'ISRA qui peuvent jouer un réle important dans la
formation et ’encadrement des multiplicateurs et producteurs de semences pour une meilleure

adoption de la technologie proposée.
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CONCLUSION

Cette présente étude a permis de mettre au point un systéme simple, efficient, rentable et
accessible aux producteurs et multiplicateurs de semences de patate douce a travers
I’assainissement, la multiplication in vitro des plants ainsi que la production de boutures
saines sous mini serre. Les résultats de cette étude montrent qu’il est possible d’obtenir in
vitro du matériel sain a partir de boutures de patate douce prélevées sur le terrain et par
conséquent de lutter contre les maladies virales, bactériennes et fongiques qui constituent le
probléme majeur entravant la multiplication des semences (boutures) de cette espece. En
effet, un protocole d’assainissement des plants par la culture de méristeémes apicaux a été
développé avec un taux de 57% de régénération obtenu sur milieu liquide additionné de 3mg/1
de GA3 et 0,5mg/1 de kinétine. Par ailleurs, un trempage des explants pendant 15 mn dans de
I’hypochlorite de sodium (4°Chl) nous a permis de les désinfecter de facon optimale.
L’addition de kinétine dans les milieux de culture a permis de stimuler la croissance et la
multiplication in vitro des explants. Parmi les variétés testées, la variété Boly s’est révélée
plus réactive a la multiplication in vitro en présence de kinétine a 2 mg/l. L’emploi des mini
serres et de terreau stérile a conduit a des taux de réussite tres élevés (82%) durant la phase
d’acclimatation. Les plants issus de boutures a 2 nceuds croissent et se développent mieux que
ceux issus de boutures a 1 nceud apres 30 jours de culture sur le substrat a 75% de terreau et
25% de sol. Cependant, au bout de 60 jours de cultures, les boutures a 1 nceud produisent des
plants aux caractéristiques morphologiques identiques a ceux issus de boutures a 2 nceuds.
Les mini serres recouvertes de toile insectproof et remplies de substrat stérile ont permis de
maintenir les plants contre toutes attaques de nuisibles et de ravageurs garantissant ainsi la
production de boutures indemnes de toute maladie.

Ces résultats et méthodologies développés pourront permettre aux producteurs de
mettre en place leur propre systéme de production de semences des la phase d’acclimatation
faisant suite a celle de la multiplication in vitro. Cette méthode développée garantit la qualité
sanitaire des boutures et semble étre économiquement rentable. Elle permet d’acquérir le
matériel végétal (bouture) de qualité a moindre colit en quantité suffisante. En effet, alors
qu’il est préconisée I'usage de bouture a 3 nceuds a prélever apres 3 mois (moment ou la
plante est jugée plus apte a la multiplication), notre méthode permet d’utiliser de boutures a 1
nceud qui a seulement 2 mois, donnent les mémes résultats que celles a 2 nceuds cultivées sur

un substrat au prix allégé par I’ajout de sol a 25%.
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Ces résultats obtenus chez la patate douce ouvrent de nombreuses perspectives de
recherche a la fois fondamentale et appliquée qui devraient permettre (i) d’optimiser la
production de semences de qualité chez la patate douce et (ii) d’évaluer leurs potentialités
agronomiques. En effet, il serait intéressant au plan fondamental de :

e poursuivre I’étude de la physiologie du développement in vitro chez cette espéce en
¢tudiant notamment les capacités embryogeénes des cals obtenus et en procédant a la
régénération de plantes entieres a partir d’embryons somatiques. Cette stratégie permettra une
production massale de semences sous forme de clones nécessaires pour les études
d’évaluation multi-locale ;

e s¢lectionner et améliorer génétiquement cette variété en mettant en ceuvre des
stratégies d’introgression de génomes a partir des clones issus des tests d’évaluations multi-
locaux. Cette approche permettrait de créer de nouvelles variétés ¢lites d’intérét agro-
¢conomique plus résilientes vis-a-vis des conditions édapho-climatiques locales.

e Au plan appliqué, les recherches pourraient étre orientées vers : le suivi au champ des
plants avec des boutures a 1 noeud comparé aux boutures de 3 nceuds conventionnellement
utilisées pour des variétés autres que Boly. Cette approche permettrait d’élargir la gamme de
cultivars qui se comportent comme la variété utilisée en milieu paysan.

En termes de recommandations, I’accompagnement des paysans par la formation permettra
d’assurer une bonne vulgarisation et de déceler d’autres problémes auxquels ils pourraient

étre confrontés et qui pourraient étre surmontés grace a I’appui des institutions de recherche.
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Annexes




Annexe: 1: Composition minérale du milieu de culture de Murashige et Skoog (1962)

Vitamines (pour 100ml) en mg
Acide nicotinique 50
Pyroxine HCI 50
Thiamine HCI 10
Glycine 200
Myo-inositol
Micro-éléments (Pour 200ml) en mg
H;BO:s; 1240
Mn SO4, 4H,0 4460
ZnS0q4, 4H,0 1720
Na;MoOs4, 2H,O 50
CuSO0s4, 5H,0 5
CoClp, 6H,0 5
KI 166
Macro-¢éléments (Pour 1L) en g/L
NH4NO3 33
KNO3 38
MgSO4, 7TH20O 7,4
KH>PO,4 3,4
CaCl,, 2H>O 8,8
Fer chélate (PourlL) en g/LL
Nay, EDTA 7460
FeSOs4, TH2O 5560
Solution MS0 Pour 1L
macro-¢léments 50 ml
micro-¢léments Iml
vitamines Iml
Fer chélate Sml
Myo-inositol 100mg
Saccharose 20g
Agar 8¢g
PH 5,7
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Annexe: 2 Composition du terreau

Tourbe de sphaigne blonde, Tourbe de sphaigne noir, Argile, Perlite, Coco fibre — poussier,

Ecorce, Sable, Vermiculite, Liege, Compost, Fibre d bois

Sac de terreau stérile
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Annexe 3 : Synthése des comparaisons multiples par paires pour les différentes
concentrations de kinétine (Fisher (LSD)) sur les 3 variétés Boly, Dina et Beau regard

Longueur tige

Modalité Variété Boly Moyennes estimées Groupes
2 4,513 a
1,5 4,313 a
2,5 4,163 a
3 3,646 ab
1 3,313 ab
0 2,063 b
Modalité Variété Beau .,
Moyennes estimées Groupes
regard
3 3,928 a
1,5 3,839
2 3,651 a
2,5 3,589 ab
1 3,376 ab
0 2,038 b
Modalité Variété .,
. Moyennes estimées Groupes
Dina
1 2,524 a
2 2,486 ab
1,5 2,438 ab
2,5 2,063 be
3 1,837 c
0 1,813 c
Nombre de nceuds
Modalité Variété Boly Moyennes estimées Groupes
2 11,125 a
3 10,144 a
1,5 10,125 a
2,5 10,000 a
1 9,125 a
0 4,375 b
Modalité Variété Dina Moyennes estimées Groupes

Annexes



2 4,494 a
1,5 4,375 a
0 4,250 a
1 3,997 a
2,5 3,375 a
3 3,372 a
Modalité Variété Beau .,
Moyennes estimées Groupes
regard
1,5 9,538 a
2 8,913 ab
2,5 8,788 ab
3 8,450 ab
1 7,788 b
0 5,125 c
Développement racinaire
Modalité Variété
Boly Moyennes estimées Groupes
1,5 2,750 a
0 2,750 a
3 2,689 a
2 2,375 a
2,5 2,375 a
1 2,125 a
Modalité Variété .,
. Moyennes estimées Groupes
Dina
2 4,989 a
3 4,744 a
1 4,244 a
1,5 4,000 a
2,5 3,750 a
0 2,000 b
Modalité Variété .,
Moyennes estimées Groupes
Beau regard
1,5 3,612 a
1 3,237 a
2,5 2,987 a
2 2,983 a
3 2,974 a
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0 2,000 b

Annexe 4 : Synthése des comparaisons multiples par paires pour nombre de nceuds
(Fisher (LSD)) sur I’ensemble des substrats a 30 jours :

Longueur tige

Modalité Moyenne estimée Groupes
2 5,244 a
1 3,106 b

Nombre de feuilles

Modalité Moyenne estimée Groupes
2 6,050 a
1 4,463 a

Annexe 5 : Synthése des comparaisons multiples par paires pour Substrat*nombre de
nceeuds Newman-Keuls (SNK)) a 60 jours:

Longueur tige

Modalité Moyenne estimée Groupes
Substrat-TS25*nombre de noeuds-1 42,333 a
Substrat-TS25*nombre de noeuds-2 37,833 a
Substrat-TS50*nombre de noeuds-1 30,500 a
Substrat-TS50*nombre de noeuds-2 36,917 a
Substrat-T100*nombre de nceuds-1 31,083 a
Substrat-T100*nombre de nceuds-2 27,250 ab
Substrat-TS75*nombre de noeuds-1 17,250 ab
Substrat-TS75*nombre de noeuds-2 25,750 ab
Substrat-S100*nombre de noeuds-1 0,000 b
Substrat-S100*nombre de noeuds-2 0,000 b

Nombre de feuilles

Modalité Moyenne estimée Groupes
Substrat-TS25*nombre de noeuds-1 16,750 a
Substrat-TS25*nombre de noeuds-2 16,083 a
Substrat-TS75*nombre de noeuds-1 11,750 ab
Substrat-TS75*nombre de noeuds-2 14,917 ab
Substrat-TS50*nombre de noeuds-1 9,167 ab
Substrat-TS50*nombre de noeuds-2 13,833 ab
Substrat-T100*nombre de nceuds-1 10,500 ab
Substrat-T100*nombre de nceuds-2 11,750 ab
Substrat-S100*nombre de noeuds-1 0,000 b
Substrat-S100*nombre de noeuds-2 0,000 b
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Annexe 6 : Poster
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