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II est possible d'utiliser la technilogie 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 contr~l~es exigeant espace un temps
un et 

r~duits. Le fait que la plupart des 
cultures in vitro sont libres de
 
maladies facilite grandement l'9change international de germoplasme.
 

Cette publication d~crit les avantages, la m~thodologie et le mat6riel
 
des techniques de culture de tissus utilisges au Centre International de
 
la Pomme de Terre (CIP) et analyse les techniques de l'isolement du
 
m6risteme, de la micropropagation, du stockage a long terme deet 


l'exportation du germoplasme in vitro.
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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 terre.
de Cette
 
collection sert de source importante de diversitg g~n~tique pour la s6
lection 
dans les programmes d'am6lioration de 
la pomme de terre. La
 
conservation de cette collection en champ est coOteuse et sujette A plu
sieurs risques tels que les maladies ou les conditions climatiques dgfa
vorables. La conservation in vitro offce des avantages certains, A sa

voir:
 

-
 reduction des frais de main-d'oeuvre,
 

- elimination des risques d'infection en champ,
 

- elimination des changaments brusques climatde tels que la
 

gr~le ou le gel,
 

-
 meilleure disponibilitg du materiel pour la micropropagation, 

- meilleure disponibilitg du matgriel pour l'6puration, 

- disponibilitg permanente du matgriel pour la propagation et
 

l'exportation.
 

Le transfert de la collection de germoplasme in vitro (culture de tis

sus) est certes en progr~s mais prendra encore plusieurs annges avant
 

d'6tre complete.
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Dans ce 
document nous suivrons le cheminement d'un clone de pomme de 
terre ' travers la culture du m~risteme, la micropropagation, le 
stoc
kage et l'exportation 9ventuelle comme le montre la Figure 1.
 

ISOLEMENT DU 
MERISTEME 

~MICROPROPAGATION 

STOCKAGE PREPARATION WNTRODUCTIONSTOVIARE DANSPOUR UN PROGRAMME 
IN VITRO L'EXPORTATION SEMENCIER 

EXPORTATION 

Fig. 1. Cheminement d'un clone de pomme de terre A travers la culture 

du mgristeme, la micropropagation, le stockage et 1'exporta

tion 6ventuelle. 
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2 ISOLEMENT DU MERISTEME
 

Le point de croissance active de la tige est le mgristeme. C'est un
 

petit organe composg de cellules (m~rismatiques) ' division rapide. Ii
 

constitue pour la propagation des cultures de plantules de pomme de 
ter

re le materiel idgal de d~part 6tant donng ses deux caract~ristiques
 

favorables suivantes:
 

- Dans le milieu de culture, le m6risteme isolg se d~veloppe d'une 

maniare g~ntiquement stable, ce qui n'est pas le cas par exemple
 

des cultures de callus qui riontrent de grandes irr~gularit~s g~n9

tiques.
 

- L'isolement du m~rist~me r~duit le niveau d'infection virale et
 

peut 8tre utilisg dans des conditions appropriges pour l'gradica

tion compl~te des pathog'nes.
 

Le bout du miriste'me apical contient les v~ritables cellules m~rismati

ques et est entourg par le primordium foliaire et les feuilles primai

res. Puisque la diff~renciation des tissus vasculaires se 
fait A partir
 

du m~rist~me (vers les tissus plus Aggs de la tige), 
les 6lments vascu

laires du primordium foliaire ne sont pas encore entr~s en contact avec
 

les tissus principaux du systeme vasculaire de la tige. C'est pourquoi
 

les particules virales pouvant 9tre pr~sentes dans le systeme vasculaire
 

ne peuvent atteindre la r~gion m~rismatique que par des mouvements de
 

cellule A cellule. C'est une des principales raisons pour lesquelles la
 

concentration en virus dans une plante diminue de maniere 
acropetale
 

vers les m~rist~mes apicaux comme vers les bourgeons axillaires. Cette
 

situation est en principe identique pour les
toutes cultures, la seule
 

difference reside dans la forme du m9risteme 
et des deux primordiums
 

foliaires.
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Le fait que d'autres facteurs comme la production de substances inhibi

trices des virus par les cellules m~rismatiques ou l'effet des hormones
 

dans les milieux de culture puissent jouer un rble dans l'limination
 

des virus par la culture des m~ristemes n'a pas 6t9 prouve.
 

L'isolement en conditions aseptiques de la partie apicale, appelge ex

tr~mitg m9rismatique, et sa culture en milieu aseptique ad6quat condui

sent au d~veloppement d'une plantule. Ce d~veloppement suit en principe
 

la mgme voie que celle de la plantc enti~re: les cellules m~rismatiques
 

se divisent et la diff~renciation des tissus continue. Le milieu de
 

culture artificiel remplace la plante dans la nutrition de la partie
 

Cette technique, appelge culture des m~ristemes, a 9te apsectionnge. 


pliquee pour la premiere fois il y a trente ans par Morel et Martin sur
 

le dahlia (1952) et peut mennr A obtenir des plantes exemptes de patho

genes.
 

et exige
La dissection aseptique du m~riste.me est un processus dglicat 


plusieurs heures de pratique. La sequence de dissection est moncrge sur
 

les phutographies de la figure 2 et s'effectue de la maniere suivante:
 

on coupe la tige en plusieurs segments. chacun d'eux devant avoir un
 

On enl've les feuilles avec precaution.
noeud et un bourgeon axillaire. 

On d~sinfecte les differentes parties l'alcool A 70' pendant 30 secon

des, puis on les met dans une solution d'bypochlorite de Ca ' 2,5% pen-

On lave ensuite quatre fois l'eau distillge steridant 15 minutes. 


lisge afin d'9liminer l'exces d'hypochlorite.
 

A l'aide d'un binoculaire, on enleve les petites feuilles entourant le
 

point de croissance et on laisse saulement le d~me dpical et le primor-


On cultive le d~me et deux feuilles primordiales dans le
dium foliaire. 


milieu de culture A (section 6). On change le milieu chaque semaine.
 

Apr~s six ' huit semaines on met les plantules dans des tubes plus
 

grands oii elles continuent leur croissance. La micropropagation peut
 

commencer quand les plants ont atteint 4 cm de haut.
 

7
 

http:m~riste.me


.41 

Fig. 2. 	S6quence photographique de la dissection du m9risteme:
 
a - Surface isole et stgrilisge du bourgeon.
 
b,c- Diff~rentes 6tapes de la dissection oui 
 les feuilles pri

maires sont enlev~es. 
d - Mgrist~me complhtement diss6qug avec deux feuilles pri

mordiales.
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3 MICROPROPAGATION
 

Le but de la micropropagation est d'obtenir de faron rapide un grand
 

nombre de plants clonaux. Au CIP, la micropropagation de la pomme de
 

ttirre est effectuge de deux faions diffirentes:
 

- noeuds pour les milieux d'agar et
 

-
 noeuds pour les milieux liquides.
 

Dans ]es 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 do: petites plantules in vitro. Les grandes feuilles sont 

enlev~es avec precaution. Le noeud est alors cultivg dans le milieu B
 

d'agar solidifig. Le bourgeon axillaire va croltre rapidement (Figure
 

3) et en trois ou quatre semaines, six ou sept nouveaux noeuds 
seront
 

pr~ts ' Atre transf6rms.
 

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

en morceaux comprenant trois ou quatre noeuds et les grandes feuilles
 

sont gliminges. Les segments nodaux sont places dans 3
15 cm du milieu 
de culture F et le ixcipient est soumis ' des vibrations (80 trs/min). 

Apres deux ' trois semaines une croissance tres rapide commence (Figure 

4) et chaque flacon pourra contepir de 60 ' 70 noeuds. 

Quand un nombre suffisant de plantules a 6t9 produit, il faut leur faire
 

prendre racine et les transf~rer dans un milieu non sterile.
 

9
 



Enracinement et transfert 
dans un milieu non stgrile. On enlve les
 
grandes feuilles des noeuds de plantules in vitro et ces noeuds 
sont
 
cultiv6s dans un milieu B d'agar ou 
ils croissent et font des racines. 
Quand les plantules ont atteint trois A cinq cm de haut et ont d6veloppg 
un bon syst~me racinaire, elles sont prates A 6tre repiqu6es (Figure 5) 
dans des pots ou sur des plate-bandes composges d'un melange ad~quat de 
compost (Figure 6). Ii faut veiller a 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 6galement maintenir un humiditg relative glevee pen

dant les premiers jours.
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Fig. 3. Croissance des boutures ' un noeud en tubes d'essai. 
Fig. 4. Culture par vibration pour la propagation rapide. Le flacon 

montre des plantules prAtes A Atre utilisges pour des 
sous-cultures. 

Fig. 5. Bolte sterile contenant 25 plantules enracinges, prates pour le 
repiquage dans deG conditions non stgriles. 

Fig. 6. Plantules provenant de materiel in vitro, quelques jours aprs 
le repiquage. 
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4 CONSERVATION ET STOCKIAGE A LONG TERME
 

Le materiel 
in vitro peut 8tre gard6 ind6finiment en culture si des
 
soins suffisants sont apport~s pour 6viter 
la contamination et si les
 
changements de milieux de 
culture sont effectugs ' intervalles appro
prigs. Un stock test6 libre de pathogenes peut 8tre gard6 comme r~serve
 

pour une utilisation ult~rieure si n6cessaire.
 

Pour une conservation 
' court terme, les plants poussent dans des tubes
 
dans le milieu B. Les tubes sont 
ferm~s par des bouchons en plastique
 
st~rilis~s. Les bouchons en 
coton laissent facilement p~n~trer les
 
champignons et ne sont donc pas recommand9s pour un stockage ' moyen ou
 
a long terme, alors qu'ils sont tout A fait indiques pour une conserva

tion ' court terme.
 

La croissance d~pend de 
la tempgrature d'incubation, de la composition
 

du milieu de culture et la varigt6 de que
de la plante. Il s'ensuit 

pour un stockage ' long terme, des modifications du milieu de culture et
 

de la tempgrature d'incubation sont n9cessaires.
 

Les deux milieux C et 
D exercent une pression osmotique et peuvent atre
 

utilis~s pour un stockage ' 25'C. La pression rdduit la croissance et 
entratne des entrenoeuds courts. Plusieurs noeuds sont ainsi disponi
bles lorsqu'il s'agit de propager le mat6riel stockg. 
Avec un stockage
 

de ce genre, le materiel ne 
requiert qu'un seul transfert par an. Avec 
le milieu de culture C, la tempgrature peut &tre abaiss9e ' 8*C. Le 
taux de croissance des plantules est alors considgrablement r~duit et ce
 
proc~d9 ne requiert un transfert du mat6riel que tous les deux ou 
trois
 

ans.
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II est par consequent possible de conserver 
la collection du germoplasme
 

dans les conditions de stockage mentionn6es ci-dessus. Lorsqu'il y a
 

une demande d'exportation d'un g~notype particulier, il peut 8tre retirg
 

du stock afin d'effectuer la micropropagation.
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5 EXPORTATION IN VITRO
 

Le mat6riel de la collection testge libre de maladies peut 
8tre exporti
 

vers d'autres pays sous forme de plantules in vitro. Des boutures 
' un
 

noeud peuvent 8tre obtenues ' partir du mat6riel micropropagg et trans

ferees dans des tubes contenant le milieu de culture E. Lorsque les
 

plantules in vitro atteignent deux cm de haut et ont 
d~veloppg un bon
 

systeme racinaire, les tubes sont soigneusement emball6s (Figure 7) pour
 

6tre exp~digs par voie agrienne. Le destinataire est pr9venu de l'heure
 

d'arrivge 
et du num~ro de vol par t~lex ou par t~l~gramme afin qu'il
 

puisse retirer rapidement le colis de la douane. A chaque colis sont
 

jointes des instructions sur le maniement du matgriel apres reception
 

ainsi qu'un certificat phytosanitaire et une carte ' retourner au CIP
 

avec des indications sur l'6tat d'arrivage du mat9riel.
 

Les plantules in vitro ainsi reques 
peuvent ftre transplantges sur du
 

compost en pot ou micropropagges.
 

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 compl9ter
 

ou remplacer cette m~thode par un 
envoi de tubercules in vitro (Figure
 

8). Ceux-ci sont tr6s petits, aseptiques, libres de maladies et peuvent
 

8tre mis en culture. Ils sont plus facilement manipulables par le 

destinataire et plus faciles ' transporter que dans le cas des tubes 

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

Fig. 8. 	Echantillon de tubercules in viro apr~s le stockage montrant
 
les germes en croissance. La boite de P~tri mesure 9 cm et
 
donne une idge de la dimension moyenne des tubercules.
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6 MILIEUX DE CULTURE
 

Tous les milieux de culture utilisgs pour ce travail sont basgs sur les
 

sels de iqurashige et 
Skoog (1962). Les solutions concentrges sont nor

malement pr6parges en quatre parties diff9rentes:
 

- Sels
 

- MgSO4
 

- Fer
 

- Vitamines
 

Les sels chacun d'eux se prepare dans 


distillge.
 

-


-


-

-


-


-


-


-


-


NH4NO3 


KNO3 


CaCl2.2H 20 


KH2PO 4 


H3BO3 


MnSO44H20 


(MnSO4.H20 


ZnSO47H20 


(ZnSO4.H20 


KI 


Na2MoO42H20 


un verre de 200 cm3 d'eau
 

35 g
 

40 g
 

9 g
 
3.5 g
 

0.1 g
 

0.5 g
 

0.4 g)
 

0.2 g
 

0. g)
 

0.02 g
 

0.005 g
 

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

1 ml de cette solution 
' 200 ml d'eau la solution concentrge.
 

- CuSO45H20 et CoC2.6H20
 

M9langer les dix solutions de sels invididuelles afin d'obtenir 2000 ml
 

de solution concentr6e.
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MgSO 4 (solution concentrge ) 

- MgSO 4.7H20 
 3,7 g dans 100 ml d'eau distillge
 

Fer (solution concentr6e)
 

- Na2 EDTA 0,75 g
 

- FeSOC7H20 
 0,55 g
 

Dissoudre FeSO4.7H20 dans 
20 ml d'eau distillge; Na2 EDTA dans 20 ml
 
d'eau distillge tout en chauffant. M~langer FeSOC7H20 et EDTA,
Na2 

laisser refroidir et ajouter de l'eau jusqu'A obtenir 100 ml.
 

Vitam es (solution concentr~e)
 

- Thiamine HCL 
 40 mg dans 100 ml d'eau distillie
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Preparation des milieux 
de culture. 
 Un litre du milieu de base MS
 
(Murashige et Skoog) est pr6parg en m~langeant les solutions concentr~es
 
ci-dessus dans les proportions suivantes:
 

Sels 
 100 ml
 

MgSO 4 
 10 ml
 

Fer 
 5 ml
 

Vitamines 
 1 ml
 
Inositol 
 100 mg
 

Les hormones correspondantes et la saccharose 
(voir plus loin) y sont
 
ajoutges, et les milieux, avec ou 
sans agar, sont st~rilisgs dans un
 
autoclave pendant 15 minutes.
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----------------------------------------------------------------

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

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

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

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

Les 6lments ajout~s au milieu de base MS pour la preparation de milieux
 

sp6cifiques sont les suivants:
 

Milieu Milieu MS + les 91ments suivants
 

A 0,25 ppm Acide gibbgrellique 
2,00 ppm Acide pantoth~nique Ca 
3,0 % Saccharose 
0,6 % Agar 

B 	 0,25 

2,00 

3,0 

0,8 


ppm 

ppm 

% 

% 


Acide gibbgrellique
 
Acide pantothenique Ca
 
Saccharose
 
Agar
 

C 	 4,0 % Mannitol
 
3,0 % Saccharose
 
0,8 % Agar
 

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

E 	 0,25 ppm Acide gibbgrellique
 
2,00 ppm Acide pantoth~nique Ca
 
3,0 % Saccharose
 
1,0 % Agar
 

F 	 0,40 ppm Acide gibbgrellique
 
0,50 ppm Benzylamino purine
 
0,01 ppm Naphtalene acide ac~tique
 
2,00 ppm Acide pantoth~nique Ca
 
2,0 % Saccharose
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