Prn-ABRD-FHS

Document de Technologie Spécialisée 1

CULTURE DE TISSUS:
MICROPROPAGATION, CONSERVATION
ET EXPORTATION DU GERMOPLASME
DE LA POMNE DE TERRE

1986

N. Espinoza, R. Estrada, P. Tovar, J. Bryan, J.H. Dodds

Centre International de la Pomme de Terre Tél, 366920

B.P. 5969 Télex 25672 PE

Lima - Pérou Cable CIPAPA-Lima
/



Les Documents de la Technologie Specialisée

Dans les Documents de la Technologie Spécialisée du CIP, on décrit les
technologies qui ont é&té développées et employées dans une investigation
pour le CIP et les programmes nationals collaborateurs. 1Ils ont été
écrits de fagon 3 promouvoir 1'échange d'information entre les scienti-
fiques, et sont trés souvent actualisés afin d'assurer qu'il décrivent

le stade le plus récent des technologies.

Traduit de 1'Anglais par:
Laurent Kayitare, ISABU ~ Gisozi, B.P. 75, Bujumbura, Burundi

Espinoza, N., Estrada, R., Tovar, P., Bryan, J., Dodds, J.H. 1985.
Culture de tissus: Micropropagation, ccnservation et exportation du
germoplasme de la pomme de terre. Document de Technologie Spécialisée
1. Centre International de la Pomme de Terre, Lima, Pérou. 21 pp.




Document de Technologie Spécialisée 1

CULTURE DE TISSUS:
MICROPROPAGATION, CONSERVATION
ET EXPORTATION DU GERMOPLASME
DE LA POMME DE TERRE

Avantages des techniques de la culture des tissus
Isolement du méristéme

Micropropagation

Conservation et stockage 4 long terme

Envoi in vitro

Milieux de culture

Bibliographie

N UL WON e

Il est possible d'utiliser la techn>logie de la culture des tissus pour
propager, conserver et exporter le germoplasme de la pomme de terre. La
culture des tissus permet une propagation clonale rapide d'un grand
nombre de plantules ainsi que la conservation du germoplasme de la pomme
de terre en conditions contrélées exigeant un espace et un temps
réduits. Le fait que la plupart des cultures in vitro sont libres de

maladies facilite grandement 1'échange international de germoplasme.

Cette publication décrit les avantages, la méthodologie et le matériel
des techniques de culture de tissus utilisées au Centre International de
la Pomme de Terre (CIP) et analyse les techniques de 1'isolement du
méristéme, de la micropropagation, du stockage a long terme et de

1'exportation du germoplasme in vitro.




1 AVANTAGES DES TECHNIQUES DE LA CULTURE DE TISSUS

Le Centre International de la Pomme de Terre (CIP) conserve une collec-'
tion de germoplasme de quelque 6000 clones de pomme de terre. Cette
collection sert de source importante de diversité génétique pour la gé-
lection dans les programmes d'amélioration de 1la pomme de terre. La
conservation de cette collection en champ est cofiteuse et sujette & plu-
sieurs risques tels que les maladies ou les conditions climatiques défa-

vorables. La conservation in vitro offre des avantages certains, a sa-

voir:
- réduction des frais de main-d'oeuvre,
- elimination des risques d'infection en champ,
- elimination des changaments brusques de climat tels que 1la
gréle ou le gel,
- meilleure disponibilité du matériel pour la micropropagation,
- meilleure disponibilité& du matériel pour 1'épuration,
- disponibilité permanente du matériel pour la propagation et

1l'exportation.

Le transfert de la collection de germoplasme in vitro (culture de tis-
sus) est certes en progrés mais prendra encore plusieurs années avant

d'étre compléte.




Dans ce document nous suivrons le cheminement d'un clone de pomme de
terre a travers la culture du méristéme, la micropropagation, le stoc-

kage et 1'exportation éventuelle comme le montre la Figure 1.
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Fig. 1. Cheminement d'un clone de pomme de terre & travers la culture

du méristéme, la micropropagation, le stockage et 1'exporta-

tion éventuelle.




2 ISOLEMENT DU MERISTEME

Le point de croissance active de la tige est le méristéme. C'est un
petit organe composé de cellules (mérismatiques) & division rapide. Il
constitue pour la propagation des cultures de plantules de pomme de ter-
re le matériel idéal de départ &tant donné ses deux caractéristiques

favorables suivantes:

- Dans le milieu de culture, le méristéme isolé se développe d'une
maniére gérétiquement stable, ce qui n'est pas le cas par exemple
des cultures de callus qui montrent de grandes irrégularités géné-

tiques.

- L'isolement du méristéme réduit le niveau d'infection virale et
peut étre utilisé dans des conditions appropriées pour 1'éradica-

tion compléte des pathogénes.

Le bout du m3ristéme apical contient les véritables cellules mérismati-
ques et est entouré par le primordium foliaire et les feuilles primai~
res. Puisque la différenciation des tissus vasculaires se fait & partir
du méristéme (vers les tissus plus Agés de la tige), les &léments vascu-
laires du primordium foliaire ne sont pas encore entrés en contact avec
les tissus principaux du systéme vasculaire de la tige. C'est pourquoi
les particules virales pouvant &tre présentes dans le systéme vasculaire
ne peuvent atteindre la région mérismatique que par des mouvements de
cellule & cellule. C'est une des principales raisons pour lesquelles la
concentration en virus dans une plante diminue de manidre acropétale
vers les méristémes apicaux comme vers les bourgeons axillaires. Cette
situation est en principe identique pour toutes les cultures, la seule
différence réside dans la forme du méristéme et des deux primordiums

foliaires.




Le fait que d'autres facteurs comme la production de substances inhibi-
trices des virus par les cellules mérismatiques ou 1l'effet des hormones
dans les milieux de culture puilssent jouer un rdle dans 1'élimination

des virus par la culture des méristémes n'a pas &té prouvé.

L'isolement en conditions aseptiques de la partie apicale, appelée ex-
trémité mérismatique, et sa culture en milieu aseptique adéquat condui-
sent au développement d'une plantule. Ce développement suit en principe
la méme voie que celle de la plante entigre: les cellules mérismatiques
se divisent et la différenciation des tissus continue. Le milieu de
culture artificiel remplace la plante dans la nutrition de la partie
sectionnée. Cette technique, appelée culture des méristémes, a été ap-
pliquée pour la premiére fois il y a trente ans par Morel et Martin sur
le dahlia (1952) et peut men=r & obtenir des plantes exemptes de patho-

génes.,

La dissection aseptique du mérist®me est un processus délicat et exige
plusieurs heures de pratique. La séquence de dissection est moncrée sur
les pnutographies de la figure 2 et s'effectue de la maniére sulvante:
on coupe la tige en plusieurs segments. chacun d'eux devant avoir un
noeud et un bourgeon axillaire. On enléve les feuilles avec précaution.
On désinfecte les différentes parties & 1'alcool & 70° pendant 30 secon-
des, puis on les met dauns une solution d'bypochlorite de Ca a 2,5% pen-
dant 15 minutes. On lave ensuite quatre fois a 1'eau distillée stéri-

lisée afin d'éliminer 1'excés d'hypochlorite.

A 1'aide d'un binoculaire, on enléve les petites feuilles entourant le
point de croissance et on laisse szulement le doéme uapical et le primor-
dium foliaire. On cultive le déme et deux feuilles primordiales dans le
milieu de culture A (section 6). On change le milieu chaque semaine.
Aprés six & huit semaines on met les plantules dans des tubes plus
grands oli elles continuent leur croissance. La micropropagation peut

commencer quand les plants ont atteint 4 cm de haut.
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Fig. 2. Séquence photographique de la dissection du méristéme:

a -
b,C-

d -

Surface isolée et stérilisée du bourgeon.
Différentes Etapes de la dissection ol les feuilles pri-

maires sont enlevées,
Méristéme complétement disséqué avec deux feuilles pri-

mordiales.




3 MICROPROPAGATION

Le but de la micropropagation est d'obtenir de fagon rapide un grand
nombre de plants clonaux. Au CIP, la micropropagation de la pomme de

turre est effectuée de deux fagons différentes:

- noeuds pour les milieux d'agar et

- noeuds pour les milieux liquides.

Dans les deux cas on utilise une illumination indirecte pendant 16 heu-

res.

Noeuds pour les milieux d'agar. Des noeuds simples avec des feuilles

sont coup@s d= petites plantules in vitro. Les grandes feuilles sont
enlevées avec précaution. Le noeud est alors cultivé dans le milieu B
d'agar solidifié. Le bourgeon axillaire va croitre rapidement (Figure
3) et en trois ou quatre semaines, six ou sept nouveaux noeuds seront

préts a étre transférés.

Noeuds pour les milieux liquides. Les plantules in vitro sont coupées

en morceaux comprenant trois ou quatre noeuds et les grandes feuilles
sont éliminées. Les segments nodaux sont placés dans 15 cm3 du milieu
de culture F et le 1écipient est soumis & des vibrations (80 trs/min).
Aprés deux 3 trois semaines une croissance trés raplide commence (Figure

4) et chaque flacon pourra conterir de 60 & 70 noeuds.

Quand un nombre suffisant de plantules a &té produit, il faut leur faire

prendre racine et les transférer dans un milieu non stérile.




Enracinement et transfert dans un milieu non stérile. On enléve les

grandes feuilles des noeuds de plantules in vitro et ces noeuds sont
cultivés dans un milieu B d'agar ol ils croissent et font des racines.
Quand les plantules ont atteint trois a cing cm de haut et ont développé
un bon systéme racinaire, elles sont prétes 3 étre repiquées (Figure 5)
dans des pots ou sur des plate-bandes composées d'un mélange adéquat de
compost (Figure 6). Il faut veiller & ne pas endommager les racines et
s'assurer qu'il y a un bon contact entre les racines et le milieu de
culture., Il faut également maintenir un humidité relative é€levée pen~-

dant les premiers jours.

10



Fig.
Fig.

Fig.

Fig.

Croissance des boutures 3 un noeud en tubes d'essai.

Culture par vibration pour la propagation rapide. Le flacon
montre des plantules prétes & @&tre utilisées pour des
sous-cultures.

Boite stérile contenant 25 plantules enracinées, prétes pour le
repiquage dans des conditions non stériles.

Plantules provenant de matériel in vitro, quelques jours aprés
le repiquage.

11



4 CONSERVATION ET STOCKAGE A LONG TERME

Le matériel in vitro peut &tre gardé indéfiniment en culture si des
soins suffisants sont apportés pour éviter la contamination et si les
changements de milieux de culture sont effectués 3 intervalles appro-
priés. Un stock testé libre de pathogénes peut &tre gardé comme réserve

pour une utilisation ultérieure si nécessaire.

Pour une conservation 3 court terme, les plants poussent dans des tubes
dans le milieu B. Les tubes sont fermés par des bouchons en plastique
stérilisés. Les bouchons en coton laissent facilement pénétrer les
champignons et ne sont donc pas recommandés pour un stockage & moyen ou
a4 long terme, alors qu'ils sont tout & fait indiqués pour une conserva-

tion 3 court terme.

La croissance dépend de la température d'incubation, de la composition
du milieu de culture et de la variété de la plante. Il s'ensuit que
pour un stockage 3 long terme, des modifications du milieu de culture et

de la température d'incubation sont nécessaires.

Les deux milieux C et D exercent une pression osmotique et peuvent &tre
utilisés pour un stockage & 25°C. La pression réduit la croissance et
entraine des entrenoeuds courts. Plusieurs noeuds sont ainsi disponi-
bles lorsqu'il s'agit de propager le matériel stocké. Avec un stockage
de ce genre, le matériel ne requiert qu'un seul transfert par an. Avec
le milieu de culture C, la température peut &tre abaissée & 8°C. Le
taux de croissance des plantules est alors considérablement réduit et ce
procédé ne requiert un transfert du matériel que tous les deux ou trois

ans,
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I1 est par conséquent possible de conserver la collection du germoplasme

dans les conditions de stockage mentionnées ci-dessus. Lorsqu'il y a

une demande d'exportation d'un génotype particulier, il peut &tre retiré

du stock afin d'effectuer la micropropagation.

13



5 EXPORTATION IN VITRO

Le matériel de la collection testée libre de maladies peut &tre exportd
vers d'autres pays sous forme de plantules in vitro. Des boutures & un
noeud peuvent étre obtenues & partir du matériel micropropagé et trans-
férées dans des tubes contenant le milieu de culture E, Lorsque les
plantules in vitro atteignent deux cm de haut et ont développé un bon
systéme racinaire, les tubes sont soigneusement emballés (Figure 7) pour
étre expédiés par voie aérienne. Le destinataire est prévenu de 1'heure
d'arrivée et du numéro de vol par télex ou par télégramme afin qu'il
puisse retirer rapidement le colis de la douane. A chaque colis sont
jointes des instructions sur le maniement du matériel aprés réception
ainsi qu'un certificat phytosanitaire et une carte & retourner au CcIp

avec des indications sur 1'état d'arrivage du matériel.

Les plantules in vitro ainsi regues peuvent &tre transplantées sur du

compost en pot ou micropropagées.

Actuellement tous les envois in vitro se font sous la forme de plantules
de deux cm de haut, mais des recherches sont en cours afin de compléter
ou remplacer cette méthode par un envoi de tubercules in vitro (Figure
8). Ceux-ci sont trés petits, aseptiques, libres de maladies et peuvent
étre mis en culture. 1Ils sont plus facilement manipulables par le
destinataire et plus faciles i transporter que dans le cas des tubes

d'essai.
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Fig. 7. Colis de plantules in vitro pour 1'exportationm.

Fig. 8. Echantillon de tubercules in vicro aprés le stockage montrant
les germes en croissance. La bofte de Pétri mesure 9 cm et
donne une idée de 1la dimension moyenne des tubercules.
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6 MILIEUX DE CULTURE

Tous les milieux de culture utilisés pour ce travail sont basés sur les
sels de murashige et Skoog (1962). Les solutions concentrées sont nor-

malement préparées en quatre parties différentes:

- Sels
- MgS0

- FPer

4
- Vitamines

Les sels chacun d'eux se prépare dans un verre de 200 cm3 d'eau
distillée.

-~ NH,No, 35 g
- KNO3 40 g
- CaC12.2H20 9 g
- KH,PO, 3.5 g
- HBO, 0.1 g
- MnSO4 4H 0 0.5 g

(Mnso4 0.4 g)
- ZnSO4 7 0.2 g

(zns0, .H, o 0.1 g)
- KI 0.02 ¢
- Na2M004.2H20 0.005 g

Dissoudre 5 mg (0.005 g) des sels suivants dans 10 ml d'eau; ajouter

a

1 ml de cette solution & 200 ml d'eau la solution concentrée.

- CuSO4.5H20 et C0C12.6H20

Mélanger les dix solutions de sels invididuelles afin d'obtenir 2000 ml

de solution concentrée.
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MgSO4 (solution concentrée )

- MgSO4.7H20 3,7 g dans 100 ml d'eau distillée

Fer (solution concentrée)

- Na, EDTA 0,75 g

- FeSO,.7H,0 0,55 g

Dissoudre FeSO4.7H20 dans 20 ml d'eau distillée; Na2 EDTA dans 20 ml

4.7H20 et Naz EDTA,

laisser refroidir et ajouter de 1'eau jusqu'a obtenir 100 ml.

d'eau distillée tout en chauffant. Mélanger FeSO

Vitam es (solution concentrée)

-~ Thiamine HCL 40 mg dans 100 ml d'eau distillée
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Préparation des milieux de culture. Un litre du milieu de base MS

(Murashige et Skoog) est préparé en mélangeant les solutions concentrées

cl-dessus dans les proportions suivantes:

Sels 100 ml
MgSO4 10 m1
Fer 5 ml
Vitamines 1 ml
Inositol 100 mg

Les hormones correspondantes et la saccharose (voir plus loin) y sont
ajoutées, et les milieux, avec ou sans agar, sont stérilisés dans un

autoclave pendant 15 minutes.
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Les €léments ajoutés au milieu de base MS pour la préparation de milieux

spécifiques sont les suivants:

Milieu Milieu MS + les éléments suivants

A 0,25 ppm Acide gibbérellique
2,00 ppm Acide pantothénique Ca
3,0 % Saccharose
0,6 % Agar

B 0,25 ppm Acide gibbérellique
2,00 ppm Acide pantothénique Ca
3,0 % Saccharose
0,8 Z Agar

c 4,0 4 Mannitol
3,0 Z Saccharose
0,8 % Agar

D 4,0 % Mannitol
0,5 4 Saccharose
0,8 % Agar

E 0,25 ppm Acide gibbérellique
2,00 ppm Acide pantothénique Ca
3,0 % Saccharose
1,0 % Agar

F 0,40 ppm Acide gibbérellique
0,50 ppm Benzylamino purine
0,01 ppm Naphtaléne acide acétique
2,00 ppm Acide pantothénique Ca
2,0 4 Saccharose :
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