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1 - INTRODUCTION 
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La bactériose du Manioc (ou flétrissement bacté­

rien du Manioc) due au Xanthomona~ manihoti~ est devenue ces 

dernières années un redoutable fléau qui peut dévaster toute 

une plantation constituée de variétés sensibles. 

t_y,,·aA 
Des travaux d'hyGra~ation et de sélection pour la 

résistance à la bactériose réalisés à l'liTA (Institut Interna­

tional d'Agriculture Tropicale basé à Ibadan au Nigéria) 

ont crée des variétés nouvelles résistantes à la malad (HAHN 1978) .. 

L'introduction de ces variétés sous forme de semences dans 

d'autres pays, outre le risoue de transfert de germes pathogènes 

qu'elle comporte a imposé un programme secondai-

re de sélection dans les pays d'accueil (Zaïre, Congo). 

Il semble que dans les pays où cette maladie sévit 

beaucoup de cultivars soient très adaptés à leur écologie, mais 

demeurent cependant sensibles aux attaques de Xanthomona~ mani­

hoti~. La nécessité d'utiliser des variétés résistantes impli­

que l'abandon inévitable des variétés traditionnel s auand 

elles sont en majorité sensibles et l'adoption de nouvelles 

variétés dites améliorées. Un tel abandon conduirait à une 

grande perte en ressources génétiques dans cette zone (WALSH 1981). 

Une amélioration de la résistance de ces cultvars vis-à-vis de 

la bactériose, sans trop modifier leur patrimoine génétique, per­

mettrait alors de les conserver et d'améliorer par conséquent 

leur productivité. 

Aujourd'hui, de nombreux chercheurs admettent que 

la culture in vitro peut conduire à une variabilité génétique 

orientable. GAUTHERET (1959) puis DALY (1977) signalent que les 

tissus peuvent acquérir au cours de leur développement in vitro 

une résistance complète à l'égard d'un parasite, en culture 

associée tissu-parasite. De même, CARLSON (1970) LIU (1977), 



Fig. 1 Plante de Manioc âgée de 4 mo1s 
(cultivar MM78) 
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MARTIN (1977), BIGOT (1978) et SHEPARD (1980) pensent que la 

culture in vitro peut conduire à une amélioration génétique des 

èspèces agricoles. Pour DEMARLY, la possibilité existe en cultu­

re in vitro de produire ''des phénovariants" ayant une mémoire 

transmissible par voie femelle J avec possibilité de stabiliser 

cette source de variation. On peut par conséquent avec des mi­

lieux sélectifs espérer diriger l'orientation de cette variation. 

Il apparait dès lors que pour tenter de résoudre par 

la culture in vitro, le problème ainsi posé, 3 points principaux 

doivent être éclaircis : 

Il convient en première étude d'approfondir notre 

connaissance sur le comportement du Manioc en culture in vitro. 

Il importe aussi de mieux saisir les effets de 

l' agent pathogène. Puisque Xanthomonaô Manihotiô est une bacté­

rie vasculaire, son action se limiterait donc à l'obstruction 

des vaisseaux du fait de sa propre multiplication dans l'hôte 

mais, le flétrissement observé pe~t être provoqué par une toxine 

qu'il faudra alors isoler. 

- Il est souhaitable d'essayer d'isoler des proto-

astes de Manioc. En effet, grâce aux protoplastes végétaux, on 

peut réaliser des hybridations somatiques entre 2 espèces, mais 

~e protoplaste se révèle aussi dans cette étude comme le matériel 

le plus indiqué pour analyser les interactions "environnement -

individu" et orienter d'une manière sélective, par l'emploi d'une 

toxine, une variabilité recherchée. 

Dans le but de mettre en évidence les propriétés o~­

gonogènes des tissus de Manioc, nous avons essayé la regénération 

des plantes entières à partir des cals obtenus à partir de 

divers organes de la plante ; puis, nous avons cherché à isoler 

des protoplastes mésophylliens capables de fournir par prolifé­

ration des clônes de Manioc. L'isolement des toxines bactériennes 
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et une accoutumance des protoplastes vis-â-vis de ces toxines 

a été notre 3e orientation. Enfin la fusion de protoplastes 

issus des espèces résistantes sauvages et des espèces comesti­

bles sensibles et la régénération d'hybrides était notre dernier 

objectif de recherches. 



II - HISTORIQUE 
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2.1. LA PLANTE ET SA LOCALISATION 

Le Manioc est originaire d'Amérique du Sud. Les deux 

centres de diversification du Manioc sont situés, l'un au Mexique, 

l'autre au Nord-Est du Brésil (PURSEGLOVE 1977, GRACE 1978). On 

pense que les marchands d'esclaves ont été les premiers à l'in­

troduire au l6e siècle sur la côte occidentale de l'Afrique. Les 

Portuguais l'ont appor ensuite dans leurs comptoirs voisins 

de l'embouchure du Congo d'où il va gagner les autres régions 
''l. 

du Continent africain. Il a été connu un peu tard en Extême 

Orient vers 1835 ; importé du Brésil à Java, il arrive ensuite 

à Syngapour et en Malaisie, puis en Tahïlande. 

2.2. LE MANIOC EN AGRONOMIE 

Le Manioc est cultivé dans les pays situés entre les 

tropiques et même jusqu'au 30e degré de latitude. Il possède 

une grande facilité d'adaptation à des climats très divers, ce 

qui avec la simplicité de sa culture, le rend précieux et lui 

per~et de contribuer pour une grande part à l'alimentation hu­

maine. 

L'humidité entraîne très souvent un développement 

exagéré des parties aériennes alors que pendant la saison sèche, 

une grande quantité de grains d'amidon va s'accumuler dans les 

tubercules. 

Bien que le Manioc s'adapte à des sols divers parfois 

médiocres, il préfère des sols bien drainés, des terres d'al­

luvions légères et même sablonneuses,mais se contente également 

de sols compacts tels que la latérite dure. 

Les rendements sont nettement influencés par le 

climat, mais égalemént par la qualité des sols. 



Fig. 2 Une plante de Manioc de la 
collection d'Odziba âgée de 6 mois 
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Les variétés cultivées au Congo sont nombreuses 

et existent dans une synonymie abondante de langage (appelation3 

différentes de la même variété) ou de lieu d'origine (même ap­

pélation pour les variétés provenant d'un même lieu). Jusqu'en 

1979, nous avons réuni dans les collections vivantes de Loudima 

et de Mbé près de 100 cultivars .. Les variétés multipliées dans 

les fermes d'Etat sont des variétés locales collectées sur les 

lieux d'implantation des fermes. Ces variétés sujettes à beaucoup 

d'attaques parasitaires mériteraient d'être améliorées. 

Le Manioc ne demande pas une préparation fine du 

terrain. Dans les plantations paysannes au Congo, après brûlis, 

en fin de saison sèche, on émiette le sol en pratiquant des but­

tes dans lesquelles on enfouit 3 ou 4 boutures croisées ou paral­

lèles. Dans les zones argileuses , à la place desbuttes, on pra­

tique des trous de 30 à 40 cm de diamètre dans lesquels on enfouit 

les boutures dès les premières chutes des pluies. Quand la culture 

de Manioc a été précédée d'une culture nettoyante, comme l'ara­

chide, dès la récolte de cette dernière, on plante le Manioc 

mais très souvent, le paysan pratique la culture associée qui 

consiste à mettre en plac€ pendant la même période des cultures 

1 cycles de développement,port de la plante et exigences 

vis-à-vis du milieu différent"" comme l'arachide 1 le mais, les 

courges et le Manioc qui sont très souvent cultivés en même 

temps sur la même parcelle. Le paysan exploite le même champ 

en Manioc pendant 3 ans, âge auquel interviennent les dernières 

récoltes en ramassant les tubercules au fur et à mesure de leur 

arrivée à maturité. Il y a vingt ans, après la récolte, il lais­

sait le sol se restaurer pendant près de 10 ans. Aujourd'hui 

à cause d'une exploitation intense des sols, cette jachère 

longue se raccourcit parfois jusqu'à 4 ans ~ ce qui contribue à 

une dégradation rapide des sols, compte tenu de l'apport inexis­

tant des élements fertilisants. 
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Par contre, les exploitations des fermes utilisent 

des techniques modernes de culture. On laboure le terrain, on 

le travaille au pulvériseur juste avant la saison sèche, puis 

ce labour mûrit durant toute la saison sèche. Avant la tombée 

des premières pluies, on passe à nouveau le pulvériseur de 

façon à casser s mottes. Le bouturage se fait avec une seule 

bouture de 25 cm de long par p~quet. Trois sarclages pendant le 

premier quart de la culture sont parfois utiles suivant l'en­

herbement du terrain. Quand il n'existe pas de maladies défolia­

tricesJdans les zones moins sales et pour les cultivars qui 

couvrent parfaitement le sol, la culture peut passer les 3 der­

niers quarts de son cycle sans l'intervention de l'homme. Suivant 

les zones et les variétés, la récolte des tubercules s'effectue 

en une seule fois entre le 12e et le 24e mois en arrachant la 

Dlante entière. Dans les parcelles d'ouverture de terrain, une 

parcelle peut supporter 3 cycles successifs de culture avant de 

laisser la place à une jachère cultivée durant 3 cycles. 

2. 3. L'IMPORTANCE r··; ri!ANIOC DANS LE MONDE 

L'igname, le Manioc, le taro, la patate douce et la 

pomme de terre sont les racines et tubercules les plus importants 

du monde (AYENOR 1978, SHEPARD et al 1980). Parmi eux, le Manioc 

se place au premier rang dans les pays tropicaux. Dans ces pays, 

il joue un rôle soit de premier ordre, soit de second ordre, ou 

un rôle de supplémentarité dans l'alimentation humaine. On es­

time de nos jours que plus de 200 millions d'habitants se nour­

rissent de manioc. 

Le Manioc produit beaucoup plus d'énergie par unité 

de surface que grand nombre d'autres cultures. Il manifeste un 



TABLEAU N°l 

~ s 

ANGOLA 

Ci'MEROUN 

CENTRAFRIQUE 

CONGO 

ZAIRE 

NIGERIA 

AFRIQUE 

BRES IL 

THAILANDE 

INDONESIE 

MONDE 

9. 

Les principaux pays producteurs de Manioc 
et leurs productions. (en 1000 MI') 
(Annuaire FAO de la production 1980 Vol. 34 
296 p. Coll. FAO : statistique N°34. 1981) 

1969-71 1978 1979 1980 

1597 1700 1800 1850 

637 950 1000 1000 

767 940 970 980 

543 532 538 543 

10 232 11 779 12 000 12 500 

9 473 10 500 10 500 11 000 

38 406 44 220 45 207 46 773 

29 924 25 459 24 935 i 
24 554 

3 208 18 399 ll 100 ! 13 500 

10 695 12 902 13 751 13 300 

l 96 760 12 280 117 505 122 134 

l 
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très haut rendem:mt photosynthétique ; ,tes racines contierment 

20 à 45 % de fécule et 5 % de sucres réducteurs. La fécule contient 90 % 

de rratière sèche. Non seulerœnt le Manioc peut produire des tubercules dont 

la récolte peut s'échelonner jusqu'à 3 ans, nais peut égal errent fournir des feuil 

les comestibles qui dans certaines régions, peuvent, à partir du 

premier quart de la culture, être consommées durant tout le cycle. 

La possibili qu'a la plante de Manioc de pouvoir conserver 

intacts dans le sol, tubercules mûrs sans altération de leur 

qualité,représente un mode de conservation pratique et peu coûteux. 

sur une 

La plantation et les récoltes peuvent s'effectuer 

nde partie de l'année agricole. 

Le Manioc ne demande pas de travaux culturaux fins et 

s'adapte facilement à beaucoup de types de climats et de sols. Il 

y a seulement une douzaine d'années, en Afrique, le Manioc ne 

connaissait pas de parasites économiquement importants. 

Les principaux producteurs de Manioc sont le Brésil 

la Thaïlande, l'Indonésie, le Zaïre et le Nigéria. Contrairement 

à la Thaïlande qui est le premier exportateur mondial, les autres 

pays consomment 90 % de leur propre production. Les principaux 

marchés sont les pays de la CEE, le Japon, l'Indonésie et 

-U.S.A qui l'achètent sous forme de chips, de cassettes ou d'amidon. 

2.3.2.1. L'alimentation humaine 

On distingue les produits de consommation immédiate 

qui sont les tubercules que l'on peut consommer crus ou bouillis 

et les produits de conservation. Au Congo et au Zaïre, on consom­

me les feuilles. Ces feuilles qui d'après~ et MILNER (1963) 
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contiennent des protéines de l'ordre de 17,8 à 34,8 %du poids 

de matière sèche, constituent, comme on peut le constater~ un 

apport substanciel de protéines. Pilées et séché2s, elles peuvent 

se conserver très longtemps. 

Les produits de conservation sont de différentes sor-

tes. 

a) Le fufu et la chikouangue, au Congo, proviennent 

des racines rouies. Elles sont séchées, moulues et consommées 

sous forme de semou après transformation en farine. Cette der-

nière pouvant se conserver fort longtemps. La chikouangue est 

une pâte de Manioc enveloppée dans des feuilles et cuite à grand 

feu. Il peut se conserver plus d'une semaine dans les conditions 

ordinaires. 

b) Le gari est consommé en Afrique occidentale. Les 

tubercules rapés sont mis à fermenter et la pâte ainsi obtenue, 

partiellement transformée en dextrines par la chaleur, est ensuite 

séchée. 

c) Le fufu au Ghana, le dumboi au Libéria, l'atiéké 

en Cote d'Ivoire constituent d'autres formes ùe consommation 

du Manioc. 

d) le galpeck ou racines coupées et séchées est consom­

mé en Indonésie et à Madagascar. 

e) En Amérique latine on mange la farinha et le couac, 

Manioc rapé, pilé, tamisé puis cuit. Il peut se conserver indé­

finiment. Les farines servent également à la fabrication des 

gâteaux. 



Fig. 3 

Fig. 4 

Fig. 5 

Fig. 6 

Fig. 7 

7 

Vente de saka saka (feuilles de 
Manioc) au marché Total de Bacongo 
(Brazzaville) Août 1981) 

Tubercules de Manioc de la ferme 
d'Etat de Mbé à Brazzaville. Août 1981 

Epluchage des tubercules de Manioc 

Le fufu, ou farine de Manioc, vendu au 
marché Total de Bacongo 

La chikouangue, telle qu'elle est 
fabriquée dans la région du Pool. 
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f) Le riz de Manioc est un produit très rénandu 

aux Philippines. Il conserve en grande partie les protéines 

de la racine. On peut le garder 6 mois sans qu'il moisisse. 

En Inde, on a commencé récemment à produire un riz synthétique 

à base de Manioc (GRACE 1978). 

2.3.2.2. L'aliment de bétail 

Les principaux pays acheteurs de Manioc, la CEE, 

le Japon, l'Indonésie et les U.S.A. l'utilisent en grande partie 

pour l'alimentat~on du bétail. La Thailande ~rte. en 1976, 

3,5 millions de tonnes de produits de Manioc composés d'amidon 

(7 %) de chips et de cossettes(93 %) . C'est pour ce pays après 

le riz le deuxième produit exporté. 

Une usine japonaise install en Thailande broie 

feuilles et jeunes tiges après récolte. Cela constitue une sour­

ce de protéines pour le bétail ( BOOTH et WHOLEY 1978). 

2.3.2.3. Les sous produits industriels 

Le principal sous produit industriel du Manioc 

est l'amidon. L'amidon est avec ses dérivés utilisé dans de nom­

breuses industries alimentaires (tapioca) ou non. On l'utilise 

en confiserie, dans les conservations des fruits et des confitures. 

L'industrie des adhésifs utilise pour une grande 

part des sous-produits de Manioc qui servent à la fabrication 

de cartons ondulés, de gommes à rehumecter . Ils sont utili s 

en fonderie, forage des puits, dans les industries du papier, 

des textiles du bois et de l'ameublement. 

D'après DALBERG (1978), à partir d'1 tonne de racines 

fraiches lavées (soit 35 % de matière sèche) on obtient 120 kg 



14. 

de pâte (ou 10 % de M~et 35 % de protéines), 252 kg de fécule 

(soit 86 % de MS avec 0,2 % de protéines et 0,15 % de cendres) 

puis 114 kg d'aliment de bLtail (avec 86 % de MS, 25 % de pro­

téines et 30 % d'hydrates de carbone). 

FIGURE N°8 

pâte 
120 kg 
10 %MS 

Protéines 
= 35 % 

Les produits obtenus à partir d'1 tonne de tuber-
cules frais de Manioc d • après DALBERG 197 8 

Racines fraiches 

lavées (1000 kg) 

Amidon 
252 kg 

88 % de MS 

Protéines = 0,2 % 
Cendres = 0,15 % 

Alirœnt du bétail 
114 kg 

85 %MS 

Protéines = 25 % 
Hydrate de C = 30 % 

L'industrie qui tend à consommer beaucoup de manioc 

est de nos jours l'industrie de production d'alcool. Avec :a 

crise de l'énergie, des pays comme le Brésil ont essayé d'inté­

grer l'alcool dans les carburants utilisés pour l'automobile. Le 

programme brésilien prévoit pour 1985, à partir du Manioc 1/4 

de toute la production d'alcool, prévue puur cette année 

* MS matière sèche 
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Le manioc apparai t donc ~arru:re une plante connue et utili­

s par l'homme depuis de longue date. La facilité de sa culture 

mais aussi ses diverses potentialités d'utilisation (alimentation 

directe de l'homme, transformation en protéines animales par 

le bétail, diverses industries utilisant l'amidon, production 

d'alcool) en font une plante utile à l'homme. A partir de 1970 

cette plante qui n'avait pas connu des dégats agricoles impor­

tants en Afrique, subit l'attaque d'une maladie dévastatrice, 

la bactériose du Manioc. Il est indispensable, pour maintenir ou 

augmenter les productions de cette denrée que l'ensemble des 

chercheurs des pays concernés metteLt au point des méthodes 

luttes adaptées visant à contrôler ce fléau. 

2.4. LA BACTERIOSE DU MANIOC 

La bactériese du manioc ou CBB (cass ava bacterial 

blight) est une maladie en nrovenance de l'Amérique latine. Elle 

a été signalée pour la première fois en 1912 par BONDAR (1912, 

1915, 1939) qui décrit les symptômes provoqués par l'agent : le 

Bac.~itu/~ man.U1ôtiJ.J ( = Xanthomo naJ.J mani ho Lü), . En 1916, BRANDAO 

fait état des mesures phytosanitaires à prendre pour lutter 

contre la maladie qui devient une véritable épidémie. Il préconi­

se l'utilisatjon des variétés résistantes. Cette maladie est 

caractérisée par l'apparition de taches angulaires, d'un flétris­

sement de la feuille puis de la pousse, par une exsudation de 

gomme et par des nécroses qui apparaissent sur la tige. ARAGO 

en 1931 étudie l'agent causal afin de mettre au point un test 

de criblage des variétés. La méthode d'inoculation consite à 

utiliser directement le latex d'une plante malade pour l'inoculer 

à une plante saine. 
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En Afrique PYNAERT (1951) parle d'une maladie cau­

sée par Ba~t~n~um ~a~~ava~ Ha~~6 ~t Ba~tén~um nob~~~alors que 

Phytomo~a~ ma~~hot~~ (Xa~thomo~a~ man~hot~~) ne cause des dégâts 

qu'en Amérique latine, majs c'est en 1953 que WIEHE et DOWSON 

observent des taches foliaires puis des défoliations au Nyassa­

land et qu'ils proposent le nom de Xa~thomo~a~ ~M~ava~ pour 

classer l'agent responsable de la maladie, alors que le Xa~thomo­

~a~ ma~~hot~~ est considéré comme l'agent causal de la flétris­

sure bactérienne en Amérique du sud. En fait, il s'agit de 2 es­

pèces différentes de xa~thomo~a~. 

En 1970 une bactériose due au Xa~thomo~a~ ma~~hot~~ 

apparait au Nigéria, puis au Zaïre. L'introduction de cette 

maladie en Afrique (date et moyen d'introduction) n'a pas été 

établie. PERSLEY (1976) pense que son existence dans les points 

isolés de la région montre qu'elle existait depuis très long­

temps. Cependant 7 cette maladie n'a provoqué des dégâts qu'à par­

tir de 1970 au Zaïre et 1976 au Congo. 

Au Congo, un programme de lutte est mis en place 

(BANTSIMBA et MABANZA 1976, Daniel et al 1978). Il commence 

par la constitution d'une collection vivante des cultivars locaux 

et étrangers, leur caractérisation et leur criblage vis-à-vis 

de la résistance à la bactériose. 

Cependant, la majorité des cultivars de Manioc mul­

tipliés en Afrique demeurent sensibles . Seul le Ma~~hot giaz~o­

v~~. une espèce qui ne tubérise pas apparait comme source de 

résistance à la bactériose (HAHN 1978). Des croisements très 

importants ont été réalisés au Nigéria dans les années 70 entre 

Ma~~hot e~~ule~ta Grantz et Ma~~hot giaz~ov~~- Des variétés 

nouvelles résistantes à la bactériose ont été ainsi crées 

(H~HN 1978). Le problème d'échange de variétés entre les pays 



Fig. 9 : Cultivar sensible à la bactériose : 
les fléches montrent les tiges défoliées. 

Fig. 10 : Symtômes de taches angulaires sur la 
feuille du cultivar Ngamfouo. 

Fig. 11 : Cultivar sensible à la bactériose. 
on observe une défoliation de la tige, 
puis die-back. 

Fig. 12 : Cultivar tolérant . Quelques feuilles 
seulement flétrissent. 
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se pose avec acui la bouture étant le mode le plus banal 

de la propagation de la maladie. L'introduction de ces variétés 

nouvelles au Zaïre et au Congo s'est faite sous la forme de 

semences, ce qui nécessite dans les pays d'introduction, un pro­

gramme de sélection secondaire assez lourd. 

2.4.2. Le Xan~homona~ maniho~i~ 

ARAG~ (1931) met en culture un bacille à flagelle 

isolé à partir des exsudats de gomme.La culture est faite sur le 

milieu nutritif de Novy et de Mac Neal, ou celui de Noeller et 

d'autres milieux classiques à base de sang de cheval. BRADB~URY 

(1978) a décrit de nombreux tests qui permettent d'identifier 

et de caractériser le Xan~homona~ maniho~i~. Au Congo une étude 

des souches isolées dans les plantations a été réalisée par com­

paraison avec celles des autres pays (tableau II). Lorsqu'elle 

est isolée sur un milieu LPGA ( levure -peptone-glucose-Agar) 

la souche de Xan~homona~ maniho~i~ développe des colonies jaune 

blanchâtre. 

Le Xan~homona~ maniho~i~ est une bactérie qui se dé­

veloppe dans les zones vasculaires de la plante. On a souvent 

pensé que le flétrissement du végétal était obtenu après obstruc­

tion des vaisseaux au moment du développement de l'agent patho­

gène (DURBIN 1972). Cependant, pour FEDER (1951) HODGSON et al 

1949), les bactéries produisent souvent des substances 

capables d'induire le flétrissement. 



TABLEAU II 

D'après Daniel et al.1978 Caractères biochimiques des isolats de Xanthomonas manihotis 

République 
Populaire du Empire 

Congo Centrafricain Brésil1 

Hugh et Lefson Oxydatif ox. ox. 
Milieu 8 de King 
Levane + + + 
Oxydase 
Pectine 
Arginine dihydrolase 
Hypersensibilite sur tabac + + + 
Nitrates 
Esculine + + + 
H2S 
Indole 
Urèase 
Catalase + + + 
Citrate de Simmons + + + 
Gelatinase + + + 
Amidon + + + 
Polypectate pH 5 
Polypectate pH 7 +F +F +F 
Polypectate pH 8 +F +F +F 
Tween estèrase + + + 
+ réaction positive - réaction négative + F réaction faiblement positive 

(Il Souches envoyées par le Docteur R. Neto, lnstituto Biologico Campinas, Sao Paulo, Brasil. 
(2) Souches envoyées par le Docteur J. C. Loz.ano, ClAT, Cali, Colombie. 

Figure N°13 
D'après Daniel et al.1978 

Flagelle polaire du Xanthomonas manihotis. 

2. 5. LE MANIOC ET LA CULTURE IN ·viTRO 
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Colombiel 

ox. 

+ 

+ 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

+F 
+F 
+ 

Les essais d'une culture in vitro d'organes de manioc 

sont très récents. PROTUGUEZ et MOGILNER (1967) ont été les 

premiers à appliquer la cul ture in vitro au r·1anioc. Leur publi­

cation fait état des conditions de mise enculture des méristèmes 

radiculaires du Manioc. 
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Mais, c'est surtout à partir de 1974 lorsque KARI'HA et 

au point un milieu convenable pour la culture des 

méristèmes caulinaires, que le 1er cycle de recherches systéma­

ti~ues a commencé;à partir de ce moment en effet, plusieurs 

chercheurs se mirent à étudier le développement des cals obtenus 

à partir d'organes ou de fragments d'organes de Manioc. Ainsi, 

ESKES et al. (1974) mettent en culture des fragments de parties 

apicales mais n'obtiennent que des racines. LIU (1975) s'intéres­

se à l'apex apical d'une longueur de 5 mm, MOH \1975) aux anthères. 

SENAWI (1975) étudie le développement des cals formés à partir 

des entrenoeuds, de pétioles ou de limbes. PP~BUDESAI (1975) 

se propose de mettre en cul ture les tissus du tubercule. LIU et CHEN 

( 1977) tentent, mais sans succès, des croisements interspécifiques 

par la culture des protoplastes. 

En 1978, d'importantes recherches seront réalisées. 

PARKE (1978) réalise la regénération de plantes à partir des 

cals d'entrenoeuds. Jusque là en dehors des apex caulinaires ca­

pables selon KARTHA et al. ( 1975) de fournir des plantes de manioc 

viablesJles autres parties de la plante ne permettaient de régé­

nérer que des racines. TILQUIN la même année, a obtenu des plan­

tes entières à partir des entrenoeuds, des pétioles et des limbes 

alors que NAIR et al.(1979) travaillant dans les mêmes conditions 

n'obtenaient aucun résultats positif. FEREOL (1978) pratique le 

bouturage in vitro auquel il associe la thermothérapie pour 

éliminer le virus du ma~ioc. KARTHA (1978) KAISER et TEEMBA (1979) 

et ADEJARE et COUTTS (1981) ont montré qu'on pouvait obtenir une 

quantité appréciable de plantes indemnes de virus par culture 

des méristèmes caulinaires. Dès 1980, nous avions indiqué qu'il 

était relativement aisé d'obtenir des néoformations de plantes 

à partir des cotylédons (MABANZA 1980) et des méristèmes cauli­

naires (MABANZA 1980 et MABANZA et JONARD 1981). Des embryons 

somatiques ont été obtenus à partir des cotylédons U>TAl\iP et 

HENSHAW, la même année. 
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Nous pouvons donc remarquer que beaucoup de travaux 

réalisés sur les cultures in vitro du manioc se sont surtout 

intéressés, avec succès, aux méristèmes apicaux, généralement 

dans le but d'éliminer la mosaïque due à un virus, mais de nos 

jours, l'objet de la culture in vitro s'étend aussi à d'autres 

domaines comme la recherche d'une variabilité génétique au sein 

d'une espèce végétale. 

Nous constatons qu'au niveau de la néoformation 

des plantes, le succès obtenu dans les différents travaux res­

tent toujours liés à la nature des cultivars utilisés. 

2.6. LES SYSTEMES D'ETUDES ET D'OBTENTION DE LA VARIABILITE 

GENETIQUE 

La variabilité génétique est devenue ces dernières 

années une des préoccupations principales chez le généticien 

compte tenu des problèmes posés par l'agriculture moderne, les 

espèces cultivées ayant subi une forte pression de la part des 

sélectionneurs. L'ensemble des variétés traditionnelles ont été 

remplacées par quelques hybrides seulement qui génétiquement sont 

très proches les uns des autres ; et ces cultures deviennent 

par conséquent vulnérables aux attaques de maladies. En 1970, on 

notait, par exemple, l'apparition du flétrissement épidémique 

sur le maïs aux U.S.A. (WALSH 1981). Les chercheurs pensent 

qu'il est indispensable de développer une diversité génétique 

chez les plantes agricoles en sauvegardant le "pool génétique" 

que constituent les "plasmes" germinatifs. 

Certains auteurs pensent qu'il peut se produire 

une grande variation génétique chez les individus d'un~population 

face à tel ou tel environnement. Ainsi pour HEDRICK (1978), le 
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système "population - environnement" peut aider à l'étude de 

variabilité génétique au sein d'une population donnée. C'est 

encore l'avis de FREY 0h~77) qui proposevvt;_n système de 

"management" de gènes de résistance des plantes aux maladies et 

parasites pour lutter contre la majorité des fléaux. Pour DEMARIY 

(1978), les "espaces génétiques et cytoplasmiques" sont le siè-

ge d'interaction entre l'hôte et l'agent pathogène ; dans ce cas 

il y a une possibilité de rationalisation des perspectives d'uti­

lisation des multilignées dans la lutte contre un pathogène. 

2.6.2. ~~ê_êYê~~~~ê_:~§~~-=-E~~~~g~~~:-~~-:~2~~-=-~~!~~~~-ê~!~~-
tifs". 

De plus en plus le système d'étude " hôte-pa tho-

gène" se développe. En dehors de la variation obtenue en cultu­

re in vitro (DESHAYES 1978 : variation somatique sur Nicotiana 

tabacum ; SKIRVIN 1978 : variation naturelle et variation indui­

te en culture des tissus ; CORNU 1978 ; variation héréditaire 

spontanée ou induite transmise par reproduction sexuée), 

le système "hôte 

parasite" peut conduire à l'obtention d'une variabilité orientée 

dans le sens de la résistance contre les attaques d'un parasite. 

La prolifération rapide du parasite ne permet pas parfois de met­

tre au point un tel système. L'emploi éL'un milieu sélectif conte­

nant les toxines de l'hôte s'est avéré plus pratique. (SHEFFER 
~~.(.,.. u-<>o.R.. 

et Ulltrups 1965, PRINGLE et SCHEFFER 1967, GRACEN 1971, COMSTOCK 

et al.1972, 1973,YODER 1973, GOODMAN et al.1974). 

Le développement de la technique de culture de pro­

toplastes a,ces dernières années, permis la réalisation de quel­

ques hybrides somatiques viables (KAO et MYCHAYLUK 1974). 
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Il est maintenant admis que les hybrides somatiques possèdent 

une plus grande variabilité que les hybrides obtenus par la voie 

séxuée : (EVANS 1981~JCARLSON 1973 a . L'hybridation somati-

que est donc une méthode qui peut permettre l'obtention et l'étu­

de des variations génétiques. La maîtrise de cette technique 

peut être d'un grand intérêt en sélection et en amélioration des 

plantes. 

Nous assistons également à des essais d'induction 

directe de la variabili en introduisant dans la cellule des 

corps étrangers (ADN, ARN 1 mitochondries, chloroplastes etc ... ) 

1 CARLSON 1970, DAVEY et COCKING 1972 1 COCKING 1973 

77 , BONNETT et ERIKSON 1974 1 SUZUKI et TAKEBE 1976 1 

ZEGLER et GAL UN (197 6)) LANDGREEN et BONNET 1 9 7 9 1 GILES 1 97 8) . 

2.7. LA TOXINE BACTERIENNE ET LE FLETRISSEMENT 

2.7.1. La toxine bactérienne ----------------------

2.7.1.1. Sa définition- 30n isoleme~t 

L'agent phytopathogène est généralement introduit 

dans une plante à partir d'une lésion primaire de pénétration. 

Cette lésion est à la base de toute une chaîne de réactions méta­

boliques de la part des deux partenaires. L'étude biochimique et 

physiologique d'une malad peut se baser sur cette constatation. 

Dès 19~3 1 DIMMOND et WAGGONER définissent les toxines 

comme étant des composés produits par des microorganismes capa­

bles d'entrainer la mort des plantes. Pour WHEELER et LUKE 

(1963) les critères essentiels qui définissent une toxine sont 

les suivants : 
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a) La toxine isolée, appliquée à des concentrations 

qui peuvent être signalées au niveau des plantes malades, pro­

duit sur la plante sensible tous les symptômes caractéristiques 

de la maladie. 

b) L'agent pathogène et la toxine induisent la même 

spécificité d'attaque. 

c) L'aptitude de l'agent de produire la toxine varie 

parallèlement avec l'aptitude à provoquer la maladie. 

d) Une seule toxine est produite. Si le composé sa­

tisfait à ces critères, il est alors appelé ''pathotoxine". 

Pour PRINGLE et SCHEFFER (1963) cependant, la toxine 

est simplement un produit métabolique d'un microorganisme patho­

gène qui est néfaste pour l'hôte du parasite. Ce métabolite 

toxique produit tous les symptômes de la maladie de telle sorte 

qu'il peut être substitué au pathogène dans l'étude biochimique 

et physiologique de la maladie. 

GRANIT! (1972) observe qu'il n'est pas certain que 

la production d'une toxine soit la même in vivo et in vitro. 

C'est ainsi qu'0n est toujours amené a concentrer le filtrat 

toxique avant son utilisation et certains composés toxiques ne 

peuvent agir sur la plante in vivo qu'en synergie avec un ou 

plusieurs autres composés. Ainsi certains 

auteurs en tirent la conclusion, qu'une toxine est un en-

semble de ''semi-pathotoxines". DURBIN (1972) définit la phy­

totoxine comme étant un composé non enzymatique synthétisé par 

une bactérie phytopathogène qui,à des concentrations physiologi­

ques dans une plante,affecte le comportement de celle-ci. ce qui 

le conduit à distinguer 2 catégories de phytotoxines : celles 

produites uniquement en culture et celles produites au sein des 
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plantes malades. Le second groupe va seulement inclure les seuls composés 

réellement phytotoxiques, et exclure ceux qui ne sont pas directement phy­

totoxiques mais qui ont une toxicité secondaire (par exemple ; les inhibiteurs 

de la synthèse d'oxydase chez la plante hôte). Pour GRANIT! S'il y a isolement 

d'un composé d'une plante malade, si la purification de ce compo­

sé est réalisée et s'il y a production d'une partie des symptômes 

après réintroouction au composé dans une plante saine, ce compo­

sé peut être appelé alors " vivotoxine". 

Nous contas tons donc qu'un large choix_ de ter:rœs est 

possible suivant la diversité des cas:V~votox~n~ (DIMMOND et 

WEGGONER 1953, GRANIT! 197 2) , pa.thoto x~n~ (WHEELER et LUKE (1965) 

tox~n~ ~pé~~ù~qu~ (PRINGLE et SCHEFFER 1963) ou encore phytoto~ne 

~t my~oto x~nL 

Le terme phytotoxine plus large, doit donc désigner 

un composé non spécifique. Dans notre travail le terme de phyto­

toxine ou simplement toxine sera utilisé dans le sens le plus 

large comme étant le composé produit par Xa.nthomma.~ ma.n~hot~~, 

composé qui manifeste une action dépressive sur le métabolisme 

de la plante;ainsi nous éliminons toute substance agissant par 

ses activités enzymatiques. 

La mise en évidence d'une toxine se fait sur la 

base d'un bio-essai effectué au niveau d'attaque du parasite 

sur une plante donnée ou, un organe vivant de cette plante( ainsi 

l'application d'un filtrat de culture (BRAUN 1955) avec la toxine de ~seudo­

monas tabacci sur feuille de Tabac).Pour obtenir une meilleure activité des 

toxines, il est souvent nécessaire de concentrer le filtrat de culture. 

LUKE et WHEELER (1955) ont réussi à concentrer et isoler le composé toXique 

synthétisé par l'Heimintho~r~um v~~t6nia~ à partir d'un milieu de culture 

liquide. L'isolement de cette toxine en grande quantité à partir de lOO litres 

de filtrat de culture a été réalisé par PRINGLE et BRAON (1957) de la manière 

suivante : par évaporation en dessous de 45°C ils obtiennent 10 litres 

du milieu initial, avec addition 
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de la même quantité de mathanol en volume à 5°C, pendant 

48 heures, ils obtiennent un précipité qui est éliminé. Le sur­

nageant repris est concentré à 45°C pour enlever le méthanol. 

Par bains successifss dans du butanol, ils onèrent l'extraction 

du composé toxique. Un volume égal de méthanol est ensuite ajouté au mélan-

ge butanolique. Le mélange ainsi obtenu est alors chromatographié. Par cette 

technique, la production de la toxine est de 1 'ordre de lOO mg pour 100 litres 

de filtrat de culture. Avec des :;rocédés semblanles d'autres chercheurs ont 

mis au point des teerniques d'isolement et de purification de diverses toxines. 

A la place du rnétha11ol, GOODMAN et al.( 1 '::174)utilise4e préférence 1 'éthanol qui 

perrret la précipitation des polysaccharides. Le précipité polysaccharide re­

pris en solution est ensuite lyophilisé et va constituer l'extrait toxique. 

2.7.1.2. La toxine, outil de recherches 

Dès l'apparition du flétrissement bactérien du manioc 

les généticiens ont recherché la création de variétés nouve~~es 

résistantes par la voie de 1 'hybridation avec le Ma11ihot gfa.:~éo­

vii résistant à la bactériose. Les biochimistes et les bacterio­

logistes de leur côté se sont attachés à la connaissance exacte 

du parasite et à son comportement épidémiologique. La recherche 

de l'élément inducteur du flétrissement au moment de l'attaque 

n'a jusque là fait l'objet de recherches systématiques. 

En 1964, SCHEFTER et al. notent une correlation étroite 

entre l'aptitude de production d'une toxine par un parasite et 

sa pathogénécité au niveau de la plante. La toxine quand elle 

peut être isolée et purifiée en quantité appréciable offre un 

excellent matériel de travail)surtout pour le criblage de varié­

tés,comme l'ont signalé de nombreux auteurs (RUDOLPH et WARRICK 

1968, BAJAJ et SAETLER 1968 et 1970, 

HOOKER et al 1970, COMSTOCK et al 1972, GRACEN et al 1971, 

GENGENBACH et GREEN 1975, GENGENBACH et al 1977, MATTERN et al 

1978 et BEHNKE 1979). 
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2.7.2. Le flétrissement bactérien --------------------------

L' existance des masses bactériennes ~t des gomnes dans 

s vaisseaux de la plante conduit à penser que le flétrissement 

serait dQ à la colonisation du xylême par les bactéries. De nos 

jours>associées aux nombreuses carbohydrases synthétisées par 

les agents pathogênes, les toxines apparaissent comme s in-

ducteurs du flétrissement et sont, sans doute l'un des agents 

responsables des symptômes observab :d'aprês FEDER (1951) 

HODGSON et al (1949) les bactéries produiraient souvent des subs­

tances capables d'induire le flétrissement. Beaucoup de bactéries 

phytopathogênes synthétisent des composés en culture, notamment 

des polysaccharides de poids moléculaire élevé. On peut donc 

admettre que ces composés produits par l'agent p~thogène provo­

quent flétrissement des plantes malades. Pour RAI et STROBEL 

(1969), le Co~ynébacténium michiganen~e produit un glycopepe?tide 

extracellulaire qui affecte directement la membrane cellulaire. 

Pour ORENTAS cité par DURBIN (197!) la majorité des xanthomonas 

synthétisent des heteropolysaccharides dans lesquels le galacto­

se remplace le mannose. 

2.8. LES HYBRIDATIONS SOMATIQUES 

SCHENK et HILDEBRANDT (1968) ont pensé à l'hybrida­

tion somatique comme un moyen d'augmenter la variabilité généti­

que J opinion partagée par NICKELL et TORREY (1969). De nom­

breuses méthodes de fusion ont été récemment mises au point : 

POWER et al (1970) ERIKSON (1971) SCHENK et HILDEBRANDT (1972) 

KELLER et al (1973) ,et des r ltats de fusion interspécifiques 

ont été obtenus : POTRYKUS (1971) CARLSON et al. (1972) KELLER 

et al. (1973) HARTMANN et al (1973). La majorité de ces travaux 

utilisent le polyéthylêne glycol (PEG) comme agent favorisant 

la fusion entre s protoplastes. La molécule de PEG de formule 

HOCH
2 

(CH
2
-o-cH

2
)n CH 2 OH, portant une légêre charge négative, 

est capable d'établir des ponts hydrogènes avec s molécules 
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d'eau, de protéines,d'hydrates de carbones etc ... ,.Pour KAO 

et MYCHAYLUK (1974) ,quand la molécu de PEG est longue, elle 

peut servir de pont entre les surfaces de protoplaste, ce qui 

favorise la fusion. WALLIN et ERIKSON (1973) signalent que le 
~~eNA~~wK 

PEG n'est pas toxique pour les protoplastes. KAO et (1974) remar-

quent que la fusion des protoplastes et la croissance des hybri-

des cellulaires intergénériques dépendent beaucoup la nature 

de la solution de PEG, des enzymes utilisées lors de l'isolement~ 

du temps de macération et de la molarité de la solution de PEG. 

La molari de 0,34 M pour les solutions de PEG est 

la plus favorable ; les fréquences de fusions varient alors 

entre 15 et 35 % suivant les espèces. SCHIEDER (1981) fait 

remarquer que,les 10 dernières années, les protop tes sont 

devenus un véritable outil pour l'obtention asexuée d'unevaria-

bil génétique. 

2.9.LA DIGESTION ENZYMATIQUE DE LA PAROI CELLULAIRE 

Les protoplastes mésophylliens sont obtenus en géné­

ral par une digestion enzymatique de la paroi pectocellulosique 

de la cellule végétale. Cette paroi est composée de 3 couches 

différenti~bles par leurs composants chimiques et la proportion 

de ces conposants. Il s'agit de la lamelle moyenne, la paroi 

primaire et la paroi secondaire. 

La lamelle moyenne est une zone de jonction entre 

deux cellules voisines qui prend naissance au niveau de l'ancien­

ne plaque télophasique. 

La paroi primaire est la première formée avec une 

organisation bien définie ; elle correspond à la région plus 

dynamique de la paroi cellulaire. 
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La paroi secondaire est portion de la paroi 

élaborée s l'achèvement de la croissance. 

La majeure partie de la paroi cellulaire est consti­

tuée par des polysaccharides (substances pectiques, cellulose 

et hemicellulose) et des glucoprotéines structurales. Les poly-

sacchar sont majoritaires (NORTH-COTE 1963, JONES et 

ALBERSHEHI 1972 ,TALMADGE et al-1973, DARVILL et al·1978, MC NEIL 

. et al .1980 a et b, JARVIS et al· 1980). 

Les substances pectiques sont les principaux consti­

tuants de la lamel moyenne et de la paroi primaire des cellules 

des plantes supérieures 

TALMADGE et al 1973). La teneur en substances pectiques des pa­

rois cellulaires varie avec l'espèce, l'organe, le tissu et le 

stade ùe croissance. L'acide pectique est un acide polygalac­

turonique ; l 'aeide ~tinique et la pectine un aciae polygal~turonique 

méthylé (sur le cârl:xme 6 des résidus) i la pectine est eneore' méthylée que 

l'acide pectinique. 

Les enzymes suscept s de dissoc 

tale sont très norr~reuses. Une molécule de pectine 

scindée par 4 activités différentes (MEYER 1981). 

une paroi végé­

peut être 

Figure 13 bis : 
(MEYER 1981) 

H 

-o 

2 

Structure d'une molécule de pectine et possibilité de 

coupures enzymatiques. 

Polygalacturonase (PG) 

2 Pectine acide trans éliminase (PATE) 

3 Pectine méthyle trans éliminase (PTE) 
4 4 Pectine méthyle estérase (PME) 

OH H OH 

0 0 

t 
0 

H OH COOH 

1 
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Il semble que les pectinases manifestent une certai­

ne toxicité vis-à-vis des cellules végétales. Certains (BROWN 

1955, MOUNT et al 1970, GARIBALDI et BATEMAN 1971, MULEN et 

BATEMAN 1971, MUSSEL 1973) signalent que les enzymes responsa­

bles de la macération des tissus parasités sont responsables de 

la mort des ce]lules. Pour obtenir de bons résultats et isoler 

des protoplastes viables, il conviendra donc d'essayer un grand 

nombre dE préparations macérantes. 

2.10. LE PROTOPLASTE MESOPHYLLIEN 

Da~s les cellules somatiques la notion de cycle mitotique a été intoduite par 

STERN (1966) qui remarqua que chez les eucaryotes, contrairement 

aux procaryotes, la synthèse d'ADN s'effectue seulement pen­

dant une période courte de la vie cellulaire. 4 phases ont alors 

été définies : la phase S dite de réplication des ADN cellulaires 

la phase M oü s'effectue la mitose . La phase G1 est l'inter-

valle de temps compris entre M et S)la cellule contient une quaü­

tité d'ADN égale à 2 génomes, G2 à l'intervalle de temps 

entre S et M, les cellules contenant une quantité d'ADN cor-

respondant à 4 génômes . Dans ce cycle, si les autres phases 

ont une durée relativement constante et précise pour chaque ty­

pe cellulaire la phase G
1

,extrêmement variable d'une cellule à 

l'autre dans une culture, est responsable de la désynchronisation 

des populations cellulaires préalablement synchronisées. Les 

cellules d'eucaryotes et principalement les cellules spéciali­

sées dans une fonction déterminée peuvent exister dans un état 

non mitotique. Elles contiennent généralement la quantité d'~DN 

correspondant à la phase G1 et sont alors désignées comme étant 

G (MEYER 1981). Pour MEYER (1981), les protoplastes de mésophyl-
o 

les sont des explantats primaires ayant l'avantage de consti-

tuer un tissus dissoci~ oü le type cellulaire est unique : toutes 

les cellules sont en effet bloquées en G et l'entrée en mitose 
0 
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est totalement dépendante de l'apport d'auxines et de cytokinines 

exogènes. L'isolement et la mise en culture permettent à ces 

cellules de réexprimer leur potentialité mitotique. Les proto­

plastes en culture passent successivement par les phases G
0 

, G1 
S - G2 puis M quand les conditions de culture le permettent. 



III -MATERIELS ET METHODES 
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3.1. MATERIELS 

Le Manioc est une plante de la famille des Euphor­

biacées à 2n 36 chromosomes, du genre Manihot qui comptetOOes­

pèces'~ Ma.n~hot gfa.z~ov~~' Ma.n~hot d~c.hotoma., Ma.n~fwt .oa.x..~c.afa. 
La.ng, Ma.n~hot mefa.noba..o~.o, (Muefl A~g), Ma.n~hot c.a.t~nga.e Ufe et 

Ma.n~hot ut~l~.o.o~ma. Pohl. L'espèce cultivé~ le Ma.n~hot ut~l~.o.o~ma. 

Pohl est aujourd'hui plutôt signaléesous l'appélation de Ma.n~hot 

e.oc.ulenta. G~a.ntz. Au Congo, on rencontre de plus en plus fréquem­

ment le Ma.n~hot gla.z~au~~ utilisé pour ses feuilles comestibles., 

qui peut également servir à dresser des haies. 

Les racines de Manioc sont fasciculées. Elles se 

renflent en se gorgeant d'amidon dès le collet. Les tubercules 

de formes diverses (conique, cylindrique, fuselée) peuvent at­

teindre plus d'un mètre de long et 15 cm de diamètre et peser 

jusqu'à 8 kg. Ces tubercules constituent le principal produit 

de récolte. La teneur en fécule peut atteindre 45 %. 

La t est unique ou sous forme bu~ssonnante. Elle 

est verticale jusqu'à ramification et se ramifie d'une manière 

trichotomique ; elle ne s'aoûte que dans la moitié basse où 

il y a formation de moelle centrale. 

Les feuilles de Manioc sont alternes et palmilobées. 

On peut compter jusqu'à 11 lobes. Les pétioles sont parfois 

un peu plus longs que les limbes. La couleur du pétiole est 

caractéristique de la variété. Les feuil âgées tombent au point 

d'insertion où il y a formation d'une protubérance qui protège 

un bourgeon appelé bouture, oeil ou - noeud. 
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L'influorescence est une grappe à fleurs uniSexuées 

elle porte environ une soixantaine de fleurs mâles dans la par­

supérieure et une dizaine de fleurs femelles dans la partie 

inférieure. La fécondation est surtout entomophile à cause de · 

la lourdeur du pollen. 

Le fruit, de forme ovoïde, est à maturité 5 mois 

après fécondation. C'est une tricoque. Chaque coque contient une 

graine qui porte des marbrures et une caroncule proéminente. 

Le Manioc contient une substance amère appelée 

manihotoxine qui est un glucoside cyanogénétique : lequel est 

éliminé au cours des transformations technologiques successives. 

3.1.2. Les cultivars de manioc utilisés 

Cinq cultivars sont utilisés dans nos expériences. 

Leurs caractéristiques sont regroupées dans le tableau suivant 

TABLEAU N°III Les cultivars utilisés et leurs caractéristiques 

Désignation :Ma.lela 1 1\-M 78 MA 255 Glaziovii CB 
Sp 

Lieu de récolte Station de Station de Station de BRAZZAVILLE Plante 
loudima loudima loudima élevée 
au Congo au Congo au Congo en serre 

à MJnt-
pel lier 

Origine primaire collecte collecte semence de - côte 
paysanne paysanne l'liTA d'ivoire 

Port de la plante érigé semi cylindriquE. arbustif cylin-
ra.n:pant drique 

Sensibilité à la 
l::la.ctériose (évalu- + + + + + - + + + 
ée au Congo en 
1976-79) 
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3.1.3.1. Les microboutures 

Les boutures sont constituées ordinairement par 

des portions de tige munies d'un oeil (ou bourgeon axilla ). 

En ce qui concerne le Manioc, au niveau d'insertion de chaque 

pétiole, se trouve untourgeon1. En réalité dans la multiplication 

en champ on utilise des boutures ayant au moins 4 yeux dans la 

partie aoûtée de la plante. Pour la multiplication, végétative in vitro, 

nous donnerons le te:rrre de mù:A.obouJ:WLe., à une bouture n'ayant qu'un seul 

bourgeon, prélevé dans la partie verte de la plante. La microbouture est 

alors coupée 2 mm à 3 mm de part et d'autre de l'oeil. 

3.1.3.2. Les entrenoeuds, les pétioles et les limbes 

Après avoir récupéré les microboutures, les parties 

restantes de la tige constituent les entrenoeuds. Le diamètre 

de ces entrenoeuds dépend de l'âge de la plante. Plus celle-ci 

est âgée, plus la tige est épaisse. Nous avons débité les entre­

noeuds en rondelles de 3 mm d'épaisseur. 

Les limbes de feuilles de manioc sont palmilobés. 

Dans chaque lobe, des portions basales 15 mm x 15 mm sont 

prélevées. Nous utiliserons également les jeunes feuilles non 

encore déployées dont nous brossons la face inférieure. 

Le diamètre des pétioles varie de 2 mm à 4 mm et 

leur longueur de 150 mm à 300 mm. Le pétiole nous donnera deux 

catégories d'explants les explants courts mesurent entre 3 et 

10 mm et les explants longs entre 10 et 20 mm. 
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3.1.3.3. Les apex caulinaires ..................... 

En ce qui concerne l'extrémité des tiges, 2 types 

d'explants seront mis en culture : des explants dont les diamè­

tres varient entre 0,2 et 0,4 mm, ou des explants de 0,4 à 0,8 mm. 

3.1.3.4. Les cotylédons 

Selon le stade de maturation des fruits, nous avons 

distingué 4 types d'explants : 

- Les cotylédons issus des embryons isolés à partir 

des fruits récoltés qu stade laiteux. 

- Les cotylédons des fruits se trouvant au stade 

pâteux. 

Les cotylédons des fruits cueillis i~médiatement 

avant maturité. 

Tous les fruits nous ont' été fournis de la Côte 

d'Ivoire par l'intermédiaire du GERDAT. 

- Les cotylédons des graines mûres. Les graines pro­

venant de l'IITA d'Ibadan au Nigéria, sont issues de variétés 

reconnues résistantes à la bactériose. Certaines proviennent des 

sélections IITA de 1976. 

3.1.3.5. Le limbe foliaire utilisé pour l'isolement des proto-

plastes 

En commençant par le sommet de la tige , les 1ère, 

2ème et 3ème feuilles complètement déployées seront prélevées 

en serre. Dans la majorité des expériences nous avons surtout 

utilisé des feuilles obtenues par le bouturage in vitro. Avec 

la technique de multiplication rapide que nous avons mise au 
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point, nous pouvions ainsi disposer d'une grande quantité de 

matériel au moment favorable. Les limbes obtenus ont en général 

2 à 4 cm de longueur et pèsent en moyenne 0,03 g pour le culti­

var CB. 

3.1.3.6. Les limbes utilisés pour l'étude de la toxine ............................................. 

3.1.3.6.1. Les limbes porteurs de germes pathogènes 

Les limbes porteurs de germes sont issus des feuilles 

fraîchement attaquées par la bactériose. Prélevées sur le culti­

vars NGAMFOUO de la collection Manioc d'ODZIBA (CONGO) en février 

1981, elles ont été séchées pour la conservation. Elles présen­

tent des symptômes de flétrissement de lobe ou de limbe entier 

des plages de flétrissement sur les lobes ou des taches angulai­

res. 

3.1.3.6.2. Les limbes servant aux bio-essais 

Les feuilles sur lesquelles s'effectue bio-essai 

pour la mise en évidence de la toxine bactérienne sont des feuil­

les âgées, fraîchement prélevées en serre. 

3.1.3.7. L'agent pathogène 

Lorsque Xan~homona~ maniho~i~ est isolé à partir des 

taches foliaires la souche obtenue est gardée dans l'eau distil­

lée stérile et peut être réutilisée jusqu'à une durée de conser­

vation de 9 mois. 
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3.1.4.1. Les milieux pour le bouturage, la culture du cal et ................................................... 
du méristème 

Comme la plupart des chercheurs spécialistes de la 

culture in vitro du Manioc, nous avons utilisé la solution de 

MURASHIGE et SKOOG (1962). Au niveau du bouturage, nous avons 

essayé également le milieu de KNOP et pour la culture des explants 

de pétiole le milieu de LEPOIVRE et al (1977). Des phytohormones 

sont ajoutées à la solution minérale de base composée des macro 

et micro éléments additionnée de saccharose et des vi tamines 

du groupe B. Ces milieux sont solidifiés par la gélose (0,8 %). 

Nous ajustons le pH à 5,6 - 5,8 avant le passage à l'autoclave. 

D'après PARKE (1978) en ef , aucune différence significative 

en ce qui concerne le développement des cals n'est enregis 

sur Manioc lorsque le pH est compris entre 5, 4 et 6, 4 .(Tab. V). 

TABLEAU IV : Phytohormones utilisées 

NATURE DESIGNATION AHREVIATION MASSE MOLAIRE 

BE~ZYLAMINOPURINE B.A.P. 225,3 

CYTOKININES KINETlNE 
- 215,22 

ACIDE NAPHTALENE ACETIQUE A.M.A. 1 8 6 

AUXINES ACIDE 2,4 DICHIDROPHENOXY 
ACETIQUE 

2,4 D 221 

ACIDE· GIB- ACIDE GIBBERELLIOUE 1 

BERELLIQUE AG
3 AG 346,37 

3 
l 

1 

Les v~ m~nes e és dans nos e ériences 

Ac~de nicotinique 

Thiamine chlorhydrate 

Chlorhydrate de pyrido:x:,ine. 

! 

1 

! 

1 
l 

1 
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------------------------------------------------~----

N" DU MILIEU DfS I <;NAd ION -·1 PHYTOHORMONES ITI6, [-
1 
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- =~e 
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1 
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9 LE PUIVI<E 

JO LE PulVI<E 

Il MS 

PHY10HUR'1UNES 

BAP 

AL~ A 

Ar; 
3 

BAP 

ANA 

1 

AG
3 

BAP 

ANA 

AGJ 

mg, 1- 1 
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3.1.4.2. Les milieux utilisés pour l'isolement de la toxine 

Le milieu d'ensemencement pour la souche de l'agent 

pathogène est le milieu LPGA contenant de l'extrait de levure, 

des peptones, du glu~cose et de l'agar-agar dans les proportions 

suivantes : pour 1 1 de milieu (milieu N°18) 

Extrait de levure 

Bacto peptone 

Glucose 

Agar-agar 

5 gr 

5 gr 

10 gr 

20 gr 

Le pH est ajusté à 7 avec du KOH avant le passage à l'autoclave 

à 115°C pendant 20 mn. 

Le milieu de culture pour la formation du filtrat de 

culture est le suivant : pour 1 1 de milieu (N°l9) 

K2H P0 4 5 gr 

(NH4) 2 so 4 5 gr 

Mg so4 0,2 gr 

NaH 2 P0 4 0,5 gr 

Substrat 5 gr 

pH ajusté à 7 par KOH 

Avec autoclavage à 11 Û°C pendant 20 mn. 
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3.1.4.3. Les solutions enzymatiques et les milieux de culture ..................................................... 
pour les protoplastes 

3.1.4.3.1. Les solutions enzymatiques 

Beaucoup de solutions seront essayées pour l'isole­

ment des protoplastes ; ne sont mentionnées ici que celles ayant 

donné les meilleurs résultats. 

Solution N°l cellulQse R 10 1 % à pH 5,6 

Macerozyme R 10 0,5 % 

Mannitol 0,7 M 

Solution N°2 CellulQse R 10 2 % à pH 5,6 

Macerozyme R 10 0,5 0 -o 

Mannitol 0,7 M 

,1'(1 

Solution N°3 Solution de préacération 

Mannitol 11 % 

Glycine 0,4 % pH 8 - 8,5 

PATE 0,1 % 

Solution N°4 KCl 2,5 % 

Mg so4 1 % pH 5,6 

Cellulase RIO 2 % 

Pectinol fest 0,1 % 

Solution N°5 Solution de rinçage 

KCl 2,5 % 

Mg so 4 
1 % 

3.1.4.3.2. Les milieux de culture pour les protoplastes 

Le tableau VI mentionne les divers milieux utilisés 

pour la cul ture des protoplastes. Ils sont tous ajustés au pH 

5,6 et stérilisés par filtration à l'aide d'éléments SWINNEX 

MILLIPORE de porosité 0, 4 5 u:n. 
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TABLEAU VI Les milieux de culture utilisés dans nos expériences sur les proto­

plastes. 

Teneurs en corrposés minéraux et organiques (exprimés 
en rrq 1 - l) pour les milieux : 

Cortp:)sés N°20 N°2l N°22 N°23 N°24 N°25 
Cl C2 WJ6 CL F M 

Solutions minérales 

K Cl - - 4 000 - - -Na Cl - - 2 000 - - -
NH4 N03 825 800 - - - 800 
KN 03 950 l 010 5 000 7 600 3 800 760 
Ca Cl2 2H20 220 440 10 800 l 760 880 176 
Hg so4 7H20 185 738 l 500 l 480 740 148 
KH2 P04 85 136 250 680 340 68 
NH4 Cl - - 250 - - -
Na2 EDI'A 37 37 2,78 18,5 9,75 3,7 
Fe so4 7H2o 27 27 3,72 13,9 6,45 2,8 
H3 003 l 3 3,1 1,55 0,6 
Mn c12 4H2o - - 9,9 4,95 2,0 

bO 
Mn so4 H2o 0,1 0,3 0 - - -(]) 0 

"0~ zn so4 7H2o l 3 IZl 4,6 2,3 0,9 til 
~ ~ KI 0,01 0,03 ç: (]) 0,42 0,21 0,08 (]) s (]) Na2 MJ 0 4 2H20 - 0,1 \(]) bO 0,13 0,065 0,03 ...... •.-4 
\(]) ..c cu so4 SH2o 0,03 0,09 0 til 0,013 0,0065 0,003 1.1 <'Il 

u 1.1 eo so
4 7H20 - 0,01 ·.-4 ::; 0,015 0,0075 0,003 ~::E: 

Al Cl3 0,03 0,09 - - -
Ni so4 0,03 0,09 - - -
Composés organiques 

Méso inositol lOf) lOO l 000 4 504 3 096 lOO Thiamine HCL (B ) l l l 0,5 0,5 0,5 Acide nicotiniqÜe l l - 5 5 5 Pyridine HCl (B6) l 1 - 0,5 0,5 0,5 Acide folique - - 1 0,5 0,5 0,5 Biotine 0,01 0,01 - 0,05 0,05 0,05 Pantothénate de Ca 1 1 - - - -Glycine - - - 2 2 2 
Caséine hydrolysée - - - 50 50 50 

Ivlannitol 80 000 80 000 - 4,555 45 885 72 868 
Saccharose 20 000 20 000 30 000 68,46 45 000 20 000 Sorbitol - - - 4,554 36,440 -xylitol - - - 3,803 - -
Agar agar - - - 0,2 % - -
AI-m 3 2 2 2 2 4 
BAP 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 
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3.1.4.4. Le milieu sélectif et la solution d'hybridation soma-

tique. 

Le milieu sélectif ou MT (milieu toxique) a été 

r lisé en ajoutant au milieu Cl (N°20) ou au milieu c 2 (N°2l) 

une certaine quantité de l'extrait tozique isolé à partir du fil­

trat de cultures de Xanthomona~ manihoti~. 

Le milieu de fusion des protoplastes à base de poly­

éthylène-glycol (PEG) est une solution minérale comprenant 

Ca Cl 2 2H 20 

KH 2 P0 4 
additionnée du Glucose 

et de PEG 

en mg.l 
-1 

(solution N°6) 

1700 

50 

36000 

(pH 5,8) 
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3.2. METHODES 

3.2.1.1. Des boutures, cals et méristèmes 

Les méristèmes apicaux sont désinfectés avant leur 

isolement à partir de pousses de 2 cm à 3 cm, par l'action de 

l'hypochlorite de calcium à 3 % pendant 15 mn. Les limbes âgés 

sont désinfectés dans les mêmes conditions pendant 10 mn. Le 

pétiole coupé en 3 parties et la tige sectionnée en portions de 

5 cm sont mis dans de l'hypochlorite de calcium à 6 % pendant 

20 mn, alors que les fruits et les graines y séjournent près de 

120 minutes. 

Après chaque passage dans l'hypochlorite de calcium 

auquel nous ajoutons quelques gouttes d'un agent mouillant, le 

twee::: ;, nous faisons 3 à 4 rinçages à l'eau stérile. Tout le 

trava~- de désinfectation est réalisé dans une hotte stérile à 

flux laminaire. 

Les scalpels, les pinces et les lames sont stérilisés 

à la chaleur à l'étuve à 120°C pendant 24 heures. Après chaque 

utilisation la désinfection est effectuée par trempage à l'alcool 

95° puis par flambage. 

3.2.1.2. Des feuilles pour l'isolement des protoplastes ............................................... 

Les lères, 2èmes et 3èmes feuilles sont très souvent 

lésées par les applications d'hyppochlorite de calcium à 10 g 1-l 

pendant 3 minutes. Nous avons alors remplacé l'hypochlorite de 

calcium par l'hyppochlorite de sodium à 1,25 degré chlorimétri­

que employé pendant 3 mn. Quant aux feuilles obtenues dans des 

conditions stériles en bouturage in vitro, elles n'ont pas été 

soumises à une seconde désinfection. 
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Après leur rinçage à l'eau stérile, les boutures 

sont coupées 2 à 3 mm de part et d'autre de l'oeil et plantées 

verticalement dans le milieu géJosé sans enfouir l'oeil. 

Les lobes, les pétioles et les entrenoeuds sont sec­

tionnés à l'aide d'une lame de rasoir stérilisée. Les morceaux 

de lobe sont posés à plat sur le milieu gélosé, les autres ex­

plants sont enfoncés de 1 à 2 mm dans le milieu solidifié. Les 

lobes des feuilles jeunes dont la face inférieure, a été soigneu­

sement brossée, seront posés sur le milieu de culture. 

Les méristèmes caulinaires sont extraits sous la 

loupe binoculaire (grossissement 25 - 50) à l'aide d'un fragment 

de lame de rasoir monté sur mandrin. Le méristème une fois isolé 

est transféré immédiatement sur le milieu gélosé. 

Les graines sont sectionnées à leurs deux extrémités 

de façon à enlever la gemnule et l'hypocothyle et casser facile­

ment la coque dure qui recouvre l'ensemble albumen-cotylédon. Les 

cotylédons se présentant sous l'aspect de 2 feuilles minces 

emprisonnées entre 2 masses d'albumen, sont prélevés avec des 

pinces ~lles de 20 cm de long. Une fois que les cultures sont 

réalisées, les boites de pétri sont scellées avec du parafilm et 

les tubes à essai, fioles et flacons bouchés avec du coton, 

puis recouverts: d'une mince feuille d'aluminium. 

3.2.3. 

bactérienne -----------
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3.2.3.1. Préparation du filtrat de culture ................................. 

L'isolement de la souche de Xanthomona~ manihoti~ 

utilis s'est fait à partir taches foliaires sur des feuilles 

fraîchement attaquées par la bactériose. La méthode d'isolement 

utilisée est celle décrite par BRADBOURY (1978). 

L'idenfication du Xanthomona~ manihoti~ est faite 

avec une souche lon identifiée des maniocs de Guyanne. Cette 

souche appartient au laboratoire de phytopathologie du GERDAT. 

Une fois isolée, la souche de Xanthomona~ manihoti~ 

est conservée dans de l'eau stérile en flacon de 20 ml à l'obscu­

rité et à 4°C et peut être conservée pendant 9 mois environ. 

Après 2 jours de culture sur le milieu LPGA, le pa­

rasite a proliféré et formé des bandes de 2 à 3 mm de largeur. 

Avec une lame de scalpel, nous prélevons en surface une partie 

de cette colonie bactérien~e que nous ensemençons dans le milieu 

de culture liquide en erlenmeyer contenant lOO ml de milieu. 

Après un passage de 48 heures à l'agitateur rotatif, à l'obscu­

rité et à 25°C, la culture est récupér puis centrifugiée à 

2500 tours par minute. Le surnageant est passé au travers d'un 

filtre de 0,45 ~. Pendant ces opérations, le pH contrôlé est si­

tué entre 6,6 et 6,8. 

3.2.3.2. Mise en évidence de l'e toxique du filtrat de .................. "' .............................. . 
culture 

La mise en évidence de l'ef du filtrat est obtenue 

en effectuant un bio essai : l'organe test pour le bio essai est 

un lobe foliaire dont nous plongeons la base fraichement coupée 

dans 1,5 ml de filtrat de culture mis dans un tube à essai. 
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Le tube est exposé à un éclairement en lumière de 2200 lux à 

25°C pendant 72 heures. 

Chaque essai comportera les traitements suivants 

- Le filtrat de culture dont l'effet toxique est 

analysé. 

- Le traitement témoin-substrat ; le témoin-substrat 

est le milieu de culture autoclavé mais qui ne renferme pas l'a­

gent pathogène. 

- Un traitement témoin eau distillée stérile. 

Chaque lobe foliaire représente un traitement et 

chaque feuille une répétition. Selon la taille de l'essai, le 

nombre de répétitions varie de 3 à 7. 

3.2.3.3. Isolement et purification de la toxine bactérienne 

Après stérilisa~ion de la solution bactérienne par 

filtration à travers Gn filtre millipore de 0,45 ~rn, la purifi­

cation de la toxine est effectuée selon la figure N°l4 ou 15. 

La mise en évidence de l'effet toxique du composé 

purifié s'effectuera comme pour le filtrat de culture au moyen 

de bio essais réalisés sous un éclairement de 2200 lux et à 

25°C pendant 72 heures. Dans ces essais, les traitements seront 

répétés 4 fois avec un témoin-substrat ayant subi les mêmes 

étapes du procédé de purification. 



FIGURE N°l4 
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Schéma de purification de la toxine bactérienne 

(méthode avec le méthanol 

Filtrat de culture 

/ 

500 ml 

r-----1 ...________, 

Bio essai 

10 ml 1 
Evaporateur (50°C) 

45 ml 

~/ Précipité 

(jeté) 

+ méthanol (8 volumes) 

4°C pendant 24 heures 

1 

Eau (jetée) 

20 ml 

SURNAGEANT 

Evaporateur 

20 ml 

Acétate d'éthyle 

2 x 20 ml 

agitateur rotatif 

pendant 3 H 30 

Acétate d'éthyle 

40 ml 

+ eau (25ml) 

Evaporateur 

20 ml essai 



FIGURE N°15 

BIO essai 

10 ml 
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Schéma de purification de la toxine bactérienne 

(méthode avec l'éthanol) 

Filtrat de culture 

500 ml 

Evaporateur (50°C) 

45 ml 

+ Ethanol (15 volumes) 

4°C pendant 24 heures 

Précipité 

t 
Etuve à 60°C 

Pendant 24 heures 

t 
+ eau bidistillée 

45 ml 

~ 
Dialyse à 4°C 

Pendant 24 heures 

{, 

Bio essai 



49. 

3.2.4.1. L'isolement des protoplastes 

3.2.4.1.1. A partir des feuilles obtenues ~ar les cultures 

in vitro 

Nous brossons la face inférieure du limbe avec une 

brosse souple en nylon. La feuille ainsi préparée est introduite 

dans un Erlen meyer contenant la solution enzymatique. Dans 

un erlen meyer de 2SO ml contenant 20 ml de solution enzymatique 

r... o 2, nous faisons macérer 0, S à 1 gramme de limbe , en agitation 

rotative à 2S°C pendant SH 00. Après la digestion du tissu végé­

tal par les ert~ymes, nous récupérons les protoplastes en tamisant 

la solution au travers d'un tamis métallique, puis à l'aide d'une 

tulipe en verre, nous recueillons les ~rotoplastes da~s un tube 

à essai. En reprenant le~ tissus non digérés retenus par le tamis 

dans la sol ut ion enzyma t _ 'Je N° 1, par l'agi ta t±on pendant 1 heure 

et demie, nous pouvons ~- -~nir une seconde macération et obtenir 

ainsi une seconde production de protoplastes. 

Les protoplastes recueillis sont libérés de la solu­

tion enzymatique par centrifugation à 2SOO tours/minute (soit 

1SOOg), puis rincés soit avec les solutions de culture soit avec 

l~ solution de rinçage N°S, et centrifugés à nouveau à 

1SOO tours 1 minute (ou SOO g). 

3.2.4.1.2. A partir des feuilles de serre 

Nous utiliserons la solution N°4 lorsque l'isolement 

est réalisé à partir des feuilles de serre. La feuille désinfec­

tée est rincée 4 fois à l'eau stérile. La face inférieure est 

soigneusement brossée afin d'en ôter l'épiderme. Après plasmoly­

se dans une solution de KCl - Mgso 4 (N°S) pendant 1S mn, un 
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lavage par une solution de Mannitol 11 % et glycine 0,4 % 

(pH 8 - 8,5) précéde une prémacération avec la solution enzy-

matique N°3 iltrée sous vide ~contenant~mannitol (11 %) 

glycine (0,4 %) et PATE (0,1 %) à pH 8 - 8,5. Cette~~cération 
dure environ 90 minutes. La macération est effectuée ensuite 

dans la solution IJ 0 4 contenant KCl 2,5 %, Mg so
4 

= 1 %, cellu-

lase R 10 = 2 % et Pee tinol fest 0,1 % à pH 5,6. Cette second~ 

macération durera 90 à 150 minutes. 

3.2.4.2. La culture des protoplastes 

A l'aide d'une cellule de Nageotte nous évaluons la densité en 

protoplastes par ml de milieu ce qui permet de ramener la densité 

de peuplement de notre isolement à la densité de peuplement con­

venable à la culture soit en concentrant soit en diluant la quan­

tité de protoplastes dans le milieu de culture. 

Nous déposons 4 ml de la culture dans chaque boîte 

de Pétri de 5 :::rn de diamètre (boîtes de Pétri GREINER) ou 1 ml 

dans les boîtes de 3,5 cm de diamètre (boîtes de Pétri POLY LABO), 

Ces boîtes de i sont fermées au scel-o-frais et introduites 

dans une bei te de rangement plastique transparente dans laquel 

nous disposons 2 béchers de 100 ml d'eau afin d'obtenir une at­

mosphère à humidité relative de 100 % et empêcher le déssèchement 

du milieu de culture. 

Le~; boîtes ensemenc sont gardées 2 nuits à l'obs-

curité à 25°C, puis exposées à un éclairement permanent de 2 200 

lux pendant 21 à 30 jours, enfin à 3 500 lux pendant 16 heures 

sur 24 jusqu'à la fin de la culture. 

3.2.4.2. Culture de protoplaste dans un milieu sélectif . . .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. . .. . . . 
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3.2.4.3.1. Conditions générales de culture 

La culture de protoplastes dans un milieu sé tif 

n'est possible qu'après la mise au point d'une technique d'isole­

ment de protoplastes viables au moins à 90 % avec très peu de 

débris, mais lorsque cette technique est mise au point, encore 

faut il trouver le milieu de culture favorable à la proliféra­

tion des cellules et à la formation des colonies cellulaires.puis 

de cals. 

3.2.4.3.2. La toxine 

Le composé obtenu dont l'activié toxique a été confir-

r,1é par le bïo-essai sur les cul ti vars MM 78 et CB cons ti tue la toxine 

ou l'élément de criblage des protoplastes. Il convient de l'uti­

liser à des concentrations physiologiques dans le milieu de cul­

ture. Nous avons donc utilisé des doses équivalentes à celles 

contenues dans le filtrat de culture de départ. 

3.2.4.3.3. La culture en présence de la toxine 

La culture des protoplastes dans un milieu enrichi 

en toxine se réalise comme une culture normale. Le pH du milieu 

de culture contenant la toxine est ajusté à 5,6 à l'aide d'Hel N 
10 

une culture dans un milieu sans toxine servant de témoin. 

L'hybridation des protoplastes est réalisée après 

leur isolement 1 dans les mêmes conditions de culture que pour 

un isolement classique. Les deux variétés ou espèces à fusionner 

sont traités en même temps. Après les avoir rincés 1 les protoplas­

tes sont comptés pour chaque isolement, puis mélangés en parties 
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égales dans un même tube, en suspension dans le milieu Cl ou M 

après avoir déposé à l'aide d'une pipette, 5 goutttes séparées 

de la solution de PEG dans chaque boite de Pétri, goutte à goutte 

les protoplastes mélangés des 2 variétés sont placés sur chacune 

des gouttes de la solution de PEG. Le temps d'incubation var 

entre 10 et 40 mn ,après rinçage avec la solution Cl ou M répé-

s 3 ou 4 fois en 20 minutes, no~s ajoutons dans chaque boite 

3 à 4 ml de milieu de culture et scellons les boites avec du 

scel -o-frais ; avant de les exposer à la lumière, elles seront 

gardées pendant 2 jours à l'obscurité, à 25°C. 

3.2.6. Les conditions d'environnement 

~ 
Les expériences dans leur ensemble se pratique dans 

une pièce affectée à cet effet et dont les carctéristiques sont 

les suivantes : 

- Pièèe à culture climatis à la température de 25°C, 

les éclairement de 2 200 lux ou de 3 500-4000 lux fournis par 

1 à 6 lampes Philipps lle luxec1e40 W/55. 

La photopériode est de 16 heures de lumière et 8 heu­

res d'obscuri 

3.2.7.1. Lors du bouturage 

Lorsque nous avons travaillé avec le milieu de KNOP 

et le milieu N°4 nous n'avons pas opéré le transfert des explants 

sur d'autres milieux. Par contre notre technique de multiplication 

rapide nécessitait un bouturage en 2 temps ; avec débourrement 
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rapide des bourgeons dans le milieu 6, suivi de l'enracinement 

de la pousse obtenue après un temps relativement court dans le 

milieu 15. 

3.2.7.2. Au cours de la culture des cals et des méristèmes 

Après un certain nombre de jours dans le milieu 

d'ensemencement, s explants qui ont développé des cals seront 

transférés sur d'autres milieux de culture. 

Dans le milieu d'ensemencement (milieu 1) après 

20 jours croissance de l'explant est également stoppée ; il 

faut alors repiquer les explants de 0,2 - 0,3 mm sur le milieu 

6, puis les remettre sur le milieu 4. Les explants plus 

grands sont transférés directement du milieu N°l au milieu N°4. 

3.2.7.3. Au cours des cultures de protoplastes 

Le mauvais dGveloppement des protoplates dans le mi-

lieu d' is~)lernent C 1 nécessite des transferts souvent répétés 

dans le milieu c 2 ;à partir de 2 1 jours de culture sur milieu 
) 

liquide nous remettons -les cals sur un milieu gélose. 

Le milieu M que nous avons mis au point a permis 

une évolution favorable des protoplastes depuis leur ensemence­

ment jusqu'à 30 jours sans opérer de transfert dans un autre 

milieu liquide. 

3.2.8. Les observations réalisées --------------------------

3.2.8.1. Au cours du bouturage in vitro ............................... 

Les principales observations sont orientées vers 

la reprise des boutures pour les différents cultivars analysé·s 
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de leur vigueur, des délais d'apparition de la pousse, de l'ap­

parition des racines 

3.2.8.2. La culture des cals et méristèmes 

Nous nous sommes intéressés aux différents types de 

cals obtenus suivant la nature des explants mis en culture et 

à leur différence de comportement en fonction des concentrations 

des milieux en phytohormones. 

Au niveau des explants de méristèmes, les observa­

tions portent sur la callogénèse, l'apparition des modules ver­

dâtres sur le cal, la vigueur des pousses et leur potentialité 

rhizogène . 

3.2.8.3. Au niveau de la toxine bactérienne 

Nos observations ont porté sur l'apparition du fl 

trissement qui es manifestation la plus importante observée 

dans les plantations attaquées par la bactériose. Nous n'avons 

pas considéré le brunissement qui peut parfois affecter le lobe 

foliaire au cours d'un test, car la cause de ce brunissement 

n'est pas toujours bien définie. 

3:2.8.4. Au niveau des protoplastes 

L'obtention de protoplastes viables en bon état et 

sans beaucoup de débris dans l'isolement, la maintenance en vie 

parfaite des protoplastes sont nos premiers objectifs. 

Nous étudions au cours de la culture, la formation 

des vacuoles, le comportement des chloroplastes, le grandissement 

cellulaire, la formation des travées cytoplasmiques, l'apparition 
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des divisions cellulaires (bourgeonnement et clivage) , la for­

mation des colonies cellulaires et l'apparition des cals macros­

copiques. 

Ces observations ont été également effectuées lorsque 

le milieu d'ensemencement renfermait la toxine. Dans ce dernier 

cas, nous comptabilisons les taux de mortalité des cellules dus 

à la présence la toxine en fonction taux observés ordinai·· 

rement dans le milieu sans toxine. Dans ces conditions nous avons 

souvent noté la formation des miniprotoplastes. 

Au niveau de l'hybridation somatique, les principa­

les obaervations que nous avons réalisées sont les facilités de 

fusion cellulaire et l'apparition de divisions cellulaires chez 

l'hybride. 



IV - RESULTATS 



4.1. LES ESSAIS DE REGENERATION DE PLANTES 

ENTIERES DE MANIOC PAR LES 

DE CULTURE IN VITRO 
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Les boutures aoûtées de 2 yeux permettent une multi­

plication rapide du Manioc en chambre humide selon la technique 

de LOZANO (1974), les parties terminales des rameaux (20 à 25 cm) 

font aussi l'objet d'un bouturage direct en champ. Mais la multi­

plication rapide des parties non aoûtée de la plante ne peut être 

obtenue qu'en culture in vitro. 

Au cours de nos expériences de microbouturage nous 

avons noté l'influence de 4 facteurs sur le développement des 

boutures : la position de la bouture sur la tige, la qualité du 

cultivar, la composition du milieu de culture et en particulier 

sa richesse en diverses phytohormones exogènes. 

4.1.1.1. L'influence de la position de la bouture sur la tige 

Les boutures situées en dessous de la Sème lle 

se développent après 4 jours avec une très forte vigueur. Pour 

les boutures plus jeunes '3i s au dessus de la cinquième 

feuille), après un débourrement rapide 2 jours après la mise en 

culture,une callo3énèse tante qui ralentit fortement le 

veloppement ultérieur de la pousse s'installe. Cependant après 

15 jours de culture, avec les 2 catégories de boutures se réalise 

l'induction rhizogène avec la régénération de plante entière. 

4.1.1.2. Le rôle du cultivar utilisé 

L'influence du cultivar a été étudié avec des micro­

boutures cultivées sur le milieu de KNOP sans phytohormones. Nous 

remarquons que les cultivars Malela 1 et MM 78 donnent facilement 

des plantes après 15 jours avec une réussite de 95 %. Avec le 

cultivar MA 255 par contre la est tardive et la réussite 

de 50% seulement. Nous avons alors pensé à l'utilisation d'un 
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milieu de base plus complexe, celui de MURASHIGE et SKOOG renfer­

mant diverses phytohormones exogènes. 

4.1.1.3. Les rôles du milieu de culture et des phytohormones 

exogènes 

Deux milieux ont retenu notre attention 

N°4 et N°6 dont nous rappelons la composition. 

les milieux 

Milieu N°4 

Milieu N°6 

MS+ BAP = 0,1 

ANA = 0, 2 

MS + BAP = 0,5 

ANA = 0,1 

La figure N°16 montre les résultats obtenus sur ces 

deux milieux. 

FIGURE N°16 : Comportement de trois cultivars sur les milieux 

4 et 6 

Fonna.tion de 
pousse en pour­
centage 

Malela 1 

O milieu 4 

1.\'11 78 

[21 milieu 6 

MA 255 

Cultivar et 
milieux de cul ture 
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Nous remarquons que pour un nombre de 50 boutures 

sur chaque expérience, dans le milieu 4, le cultivar malela 1 

donne d'excellents résultats alors qu'avec les cultivars MM78 

et MA225 nous n'avons respectivement que 50 % et 20 % de forma­

tion de pousses. Le milieu 6 par contre améliore le pourcentage 

d'obtention des pousses au niveau des deux dernièrs cultivars. 

Nous remarquons ainsi que 

- La levée est plus tardive dans le milieu 4 que 

dans le milieu 6. 

- La pousse est plus vigoureuse lorsqu'elle est entre­

tenue sur le milieu 6. 

- La formation de cal est observée pour les 3 culti­

vars, sur le milieu 6. 

- Après 15 jours de culture ce milieu 6 provoque 

le rabougrissement des pousses~ (Fig. N°18) et n'induit 

aucune induction rhf~ogène. Le milieu de KNOP utilisé par FEREOL 

(1978) qui favorisait un bon développement de la pousse chez le 

cultivar malela 1, donne des résultats médiocres sur le cultivar 

MA 255. Le développement de la pousse feuillée est fortement in­

fluencé par la présence de phytohormones exogènes. 

Le transfert ultérieur effectué sur le milieu 15 ne 

contenant que 0,05 mg/1 d'ANA montre que lorsqu'il est opéré 

à un bon moment (au 15ème jour pour les explants sur milieu 6) 

les racines déjà initiées dans le milieu d'ensemencemenb se dé­

velopperont rapidement après 4 à 5 jours ; avec parallèlement une 

élongation de la tige. 



Fig. 17 

18 

Microbouturage (cultivar MA 255) 
A ensemencement 
B 10 jours après ensemencement 

(milieu 6 gélosé) 
C 10 jours après transfert sur le 

milieu 15 avec vermiculit e 
(Echelle 15/27) 

Fig. 18 : Effe ts de rabougrissement observés 
avec le cultivar Maléla 1 après 15 jours 

de culture sur milieu 6. (Echelle 1). 

Fig. 19 : Plantes issues du microbouturage in 
vitro après leur transfert en pot 
(Echelle 1/ 10). 
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4.1.1.4. Une technique originale de multiplication rapide . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
in vitro du manioc : l'obtention de plusieurs pousses . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
puis plusieurs plantes entières à partir d'une seule . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
bouture. 

Dès le quinzième jour, nous constatons souvent que 

la pousse feuillée s'épaissit. Si au vingtième jour, nous trans­

férons les explants sur un nouveau milieu, le milieu 15, il se 

produit en 5 jours une élongation rapide de la tige et le départ 

des bourgeons axillaires en pousses feuillées. Dans les meilleu­

res conditions, sur le cultivar Malela 1, en 5 jours, l'explant 

va former sur ce milieu 15 de nombreuses pousses axillaires de 

5 à 10 mm de longueur. Lorsque nous isolons les pousses axillai­

res et que nous les transférons à nouveau sur le milieu 15, elles 

vont s'enraciner en 5 jours. 

Le tableau N°VII indique la quantité de pousses en­

racinées obtenues après 30 jours à partir d'une unique bouture 

du cultivar maléla 1 prélevée en serre et d'une autre bouture 

issue, elle, d'une plante cultivée in vitro. 

TABLEAU N°. VII levée de nombreux bourgeons axillaires et obten­

tion de plantes entières à partir d'une seule 

bouture. 

Origine de la boutu­

initiale 

Elevée en Serre 

Cultivée in vitro 

Nombre de plantes obtenues 

en période favorable 
(juin - aoat) 

10 

5 

pour les mois de 
décembre et janvier 

5 

3 



Fig. 20 

• 

20 

EffeUde rabougrissement observables 
sur des boutures du cultivar MA 255 
A Pousse rabougrie après 15 jours 

sur milieu 6. 
B Après transfert dans le milieu 15, 

élongation des pousses axillaires. 
(Echelle 36:27). 

Fig. 21 : Boutures issues de plantes cultivées 
~n vitro avec apparition de 5 pousses 

axillaires, (Echelle 45/27). 

~ 
Fig. 22 Rhizogénèse sur les pousses formation 

de cal cicatriciel. 

Fig. 23 L'induction rhizogène sur les pousses 
sans formation de cal cicatriciel. 
(Echelle 17/27) 
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Le tableau N° VII indique que pour les boutures 

prélevées en serre, nous multiplions la quanti des pousses 

obtenues par un facteur de 5 à 10 et pour les boutures issues 

de plantes cultivées in vitro par un facteur qui var de 3 à 5. 

Ainsi au bout 30 jours nous pouvons disposer de 10 plantes 

enracinées capables de supporter le transfert sur vermiculite 

en pot. 

A partir des plantes ainsi obtenues, lorsqu'elles ont 

plus de 2 feuilles nous pouvons répéter la même opération et 

régénérer 5 plantes entières à partir de chaque nouvelle bouture. 

En 2 mois, à partir d'une seule bouture issue de serre, nous 

disposons donc de 50 plantes enracinées, en pots. 

La fignre N° 24 résume les résultats obtenus en 

45 jours à partir des boutures prélevées en culture in vitro 

sur le cultivar CB du 24 mai au 7 juin 1982. 

FIGURE N° 24 : Nombre de plantes obtenues après 25 et 45 jours à 

partir de 6 boutures prélevées des plantes culti­

vées in vitro. 

Nombre de 
plantes 

72 

21 

6 

0 

• 
= Nombre de boutures 

départ 

= Nombre de plantes formées 
après 25 jours 

= Nombre de plantes obte­
nues après 45 jours 

Temps 



63. 

Dans cetessai, le taux de multiplication entre les 

deux générations a été identique et étal à 2
6
1 : i Î -:: 3, 5. c'est 

le taux moyen de multiplication que nous avons observé au niveau 

des boutures pour les plantes cultivées in vitro. Lorsque nous 

partons des plantes de serre, ce taux moyen de multiplication est 

égal à 5. 

4.1.1.5. Le transfert en pot des plantes obtenues en culture .................................................. 
in vitro 

Le milieu utilisé pour induire la formation des raci­

nes est le milieu 15 : milieu de MURASHIGE et SKOOG ne renfermant 
-1 

que 0,05 mg.l d'ANA. 

Lorsque la pousse a atteint 20 mm et les racines 10 

à 20 mm, la plante est capable de supporter le transfert sur 

vermiculité. Les pousses de 30 mm dépourvues de racines peuvent 

également s'enraciner facilement sur vermiculite. 

Pour ce transfert, des pots de 1/4 de litre en ma­

tière biodégradable sont utilisés. Ces po'Es sont rempli-s de venniculit-P 

humidifiée par de 1 'eau distillée, puis autoclavée à l20°C pendant 

1 heure. Le transfert en pot s'effectue dans une chambre stérile. 

Après avoir placé la plante dans le pot, ce dernier est introduit 

dans un sachet plastique désinfecté à l'alcool, et placé sous 

un éclai~ement de 6000 lux à 25°C. Après 7 jours le sachet plas­

tique est ouvert progressivement, après 10 jours la plante est 

transférée dans un pot plastique. de 1 à 2 litres contenant un 

mélange tourbe 1/3 + vermiculite 2/3 ou puzzolane 3/5 + vermicu­

lite 2/5. Cette plante peut alors se développer en serre, arrosée 

par une solution minérale fertilisante. 

Cette méthode de transfert nous a donné des résultats 

satisfaisants. 
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4.1.1.6. Conclusion 

Le bouturage in vitro du Manioc est relativement 

aisé. FEREOL (1978) l'avait réalisé avec succès sur le milieu 

de KNOP. Pour notre part, nous avons montré que la réussite sur 

ce milieu dépendait du cultivar utilisé. Un cultivar seulement 

sur cinq que nous avons utilisés donnent des résultats satis 

sants. L'utilisation du milieu de MURASHIGE et SKOOG avec diver-
-1 -1 ses phytohormones (BAP = 0,5 mg.l , ANA 0,1 mg.l ) a très 

largement augmenté les chances de réussite pour les cinq culti­

vars. 

Les cals se sont formés à partir d'explants divers : 

pétiole, fragments de lobe foliaire, entrenoeuds et cotylédons. 

4.1.2.1. Entrenoeuds et pétioles 

Les cals obtenus, de formes diverses, sont en majori­

té compacts. Nous n'obtenons des cals friables que sur les mi-

lieux N°4 et 9. Dans ce dernier type cal, l'épiderme reste 

vert et seules les part s profondes de l'explant prolifèrent. 

Dans les milieux d'ensemencement, aucun explant n'a 

formé d'organes, c'est pourquoi nous avons opéré le transfert 

des explants sur d'autres milieux. 

Les transferts fect ués , à partir de cals d'âges 

différents de 5 à 30 jours, tous les 5 jours,nous montrent uni­

quement l'initiation des racines. Des résultats analogues avaient 

été obtenus antérieurement par PARKE (1978) et NAIR et al (1979) 

alors que TILQUIN (1978) obtenait des plantes entières. 
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Fig. 26 : Cals obtenus à partir de fragments de 
p~tiole. A gauche, cal avec bourrelets 
obtenu à partir des fragments de 
pétiole de 15 mm de longueurjau milieu 
cal en prolifération activejà droite, 
cal sous forme de disque compact 
obtenu à partir d'explants de 3 mm 
d'~paisseur. (Echelle 18/27). 

Fig. 27 Rhizogénèse sur des explants à 
prolifération intense. Remarquer que 
l'épiderme de l'explant reste pratique 
ment inchangé. (Echelle 1). 
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Toutes nos observations montrent que le milieu d'ensemencement 

N°3 est le plus favorable à une organogénèse ultérieure après 

transfert sur un milieu neuf. 

En conclusion, les explants constitués d'entrenoeuds 

ou de pétiole ont fourni des cals de morphologie très diverse. 

Malgré la gamme de milieux de culture utilisés et le nombre de 

transferts effectués nous n'avons pas obtenu de pousses feuillées. 

La rhizogénèse est la seule forme d'organogénèse décelable. 

On admet que le rapport cytokinines /auxines déter­

mine la nature de l'organogénèse sur le tabac (~BIGE 1974}. 

Or la rhizogénèse a été observée aussi bien dans les milieux 

plus concentrés en ANA (4} que dans les milieux moins concentrés 

(milieux 6, 8, 11, 13, 15) par rapport auxconcentrations respec-

tives des milieux en BAP. NARAYANASWAMY (1977) observe qu'en 

culture des tissus , la rhizogénèse s'obtient beaucoup plus 

facilement que les autres formes d'organogénèse. Le milieu 4 a 

favorisé le développement des racines tubéreuses, les autres, des 

racines normales. 

Dans notre milieu 3, les explants manifestent le dé­

veloppement - plus marqué avec une initiation racinaire dès le 

15ème jour. Le développement ultérieur des racines ne peut cepen­

dant être déclenché que sur transferts sur d'autres milieux. 

4.1.2.2. Limbe et cotylédon 

L'ensemble de nos essais réalisés sur 96 explants de 

limbes et de cotylédons utilisera donc ce milieu 3. 
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4.1.2.2.1. Le limbe 

Le limbe adulte a donné les mêmes résultats que le 

pétiole, formant des cals compacts et durs, mais le transfert 

sur d'autres milieux n'a déclenché aucune organooénèse. 

Le limbe non encore déployé a développé un cal semi 

friable. 20 jours après l'isolement, ce cal envahit toute la 

surface libre du milieu (27 mm de diamètre). Il est de couleur 

blanchâtre ou jaune pâle avec certaines zones superficielles de 

couleur verte. A la suite de différents transferts sur d'autres 

milieux, ce cal a initié quelques racines. 

4.1.2.2.2. Le cotylédon 

Pour ces essais observés sur 96 cotylédons de graines 
A 

mures, 96 ont été isolés de fruits cueillis juste avant maturité, 

48 de fruits au stade pâteux et 12 des fruits cueillis au sta­

de laiteux. 

3 jours après leur ensemencement, les cotylédons se déta­

chent de l'albumen et verdissent. Dès cet instant commence la 

callogénèse (Fig. 30). L'albumen,lui,n'évolue pas en cal ; il 

reste blanchâtre (Fig. 32) : on peut dans ces conditions le 

dégager. 

- Le cal issu des cotylédons extraits des semences 

au stade laiteux ne s'est formé que sur les 7/12 des explants 

mis en culture. Il est moins abondant et, est resté blanchâtre 

ou jaune pâle (Fig. 30). 

- Le cal isolé des cotylédons des fruits au stade 

pâteux va après le verdissement proliférer intensementjil peut 

en 15 jours dépasser 15 mm de diamètre (Fig. N°31). 



Fig. 28 

Fig. 29 

Fig. 31 

Graines mûres de Manioc. Test de 
germination (90 %) . 

Détail des graines de Manioc entières 
et disséquées 

Ensemencement des cotylédons . 
A gauche = cotylédon d'embryon mûr 
A droite = cotylédon de fruit cueilli 
au stade laiteux. 

induction organogène tige et racine 
sur un cal de cotylédon issu de 
semences récoltées au stade pâteux. 
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- Le cal isolé des fruits cueillis juste avant 

maturité et celui isolé à partir des graines mûres se comportent 

de la même manière. La majorité des explants, après avoir verdi, 

grandissent. Cinq jours après la mise en culture,chaque explant 

peut être divisé en quatre nouveaux explants qui augmentent leur 

volume de l/3,puis stoppent leur développement. 

L'organogénèse 

L'organogénèse apparait différemment suivant le type 

de cal obtenu. Lorsque le fruit est récolté au stade laiteux, les 

cotylédons n'ont pas fourni de cals organogènes. 

Au niveau des explants issus des cotylédons des 

fruits au stade pâteux nous obervons à partir du !Sème jour la 

formation de nodules verdâtres. Sur la masse blanchâtre du cal une 

partie de ces nodules vont à partir de 20 jours de culture 

évoluer en pousses feuillées sur le même milieu de culture. 

La néoformation àe bourgeonsa été plus abondante chez 

les cals issus des cotylédons des serœnces cueillies im:nêdiat:erœnt 

avant maturité, ou de ceux obtenus à partir des graines mûres. 

L'explant vert, au développement presque stoppé dès le lOème 

jour, initie dès le !Sème jour, une multitude de bourgeo~, dans 

la région superficielle du cal (Fig. 34). Les bourgeons les plus 

vigoureux vont se développer rapidement (Fig. 3S). A partir du 

20ème jour, nous assistons à l'allongement des tiges et à la for­

mation de pousses feuillées (Fig. 36). Cette pousse est d'autant 

vigoureuse qu'elle est seule à se développer sur un même explant. 

Quand elles sont nombreuses, l'él6ngation des tiges est plus 

difficile à obtenir (Fig. 3S). 

En ce qui concerne 1 1 induction rhizogène, came nous 1 1 awns 

vu sur les cals de pétiole, l' enr a:::inement a été facilerœnt obtenu sur cals 

de cotylédons. En dehors 



~ig. 32 

Fig. 33 

Fig. 34 

Fig. 35 

Fig. 36 

Callogénèse à partir des cotylédons 
de graines mûres. 5 jours après 
ensemencement l'albumen reste blanc, 
le cotyledon verdit. (Echelle 62/27). 

Callogénèse sur explant de cotylédon 
extrait de fruit au stade pâteux 
(Echelle 85/27). 

Caulogénèse sur cals de cotylédon 
provenant de graine mûre (après 15 
jours) . ( 10/ 15) . 

Elongation de la tige chez la pousse 
néorformée (graine mûre). (Echelle 
35/27). 

Formation de pousse feuillée 
(graine mûre). (Echelle 35/27). 

Formation de plante (cotylédon 
extrait des fruits au stade pâteux). 
(Echelle 3/5) . 
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de ceux qui ont initié des nodules verdâtres, les cals des ex­

plants isolés à partir des fruits au stade pâteux ont dans l'en­

semble développé des racines, mais n'ont pas formé de bourgeons. 

En ce qui concerne les 

des explants ont fourni 

l\ .. 
fuits cueillis juste avant maturité, 50 % 

uniquement des racines après 20 jours. 

Chez les explants qui ont initié des bourgeons, la rhizogénèse 

a été déclanchée lorsque lespousses ont atteint une longueur su­

périeure à 5 mm avec 2 ou 3 feuilles (Fig. 37). 

L'obtention de plantes entières à partir de cotylédon est relativement aisée. 

La plante entière est régénérée après 25 jours.Cette régénération 

dépend de l'âge du cotylédon;en effet, nous n'oberservons pas 

d'organogénèse avec les explants issus de fruits récoltés au sta­

de laiteux ; les cotylédons récoltés dans les seMences au stade 

pâteux fournissent des cals abondants qui peuvent initier des 

bourgeons; les graines mûres donnent des cotylédons qui dévelop­

pent les bourgeons à partir des zones superficielles, avec une 

faible induction callogène. 

TABLEAU N° VIII Comportement en culture in vitro des cotylédons 

suivant l'âge des semences. 

Stade de Callogénèse Cadogénèse Rhizoqénèse Forrration de Temps en 
'l'Rtura- plante en % jours 
ti on 

~ Laiteux + - - 0 -
H Pâteux + + + + + + + 20 20-50 8 
(/) 

~ Imma.tu-

~ 
res + + + + + + 50 30-45 

Mûres + + + + + + 90 25-30 (/) 

Le signe + indique l'existence du phénomène~ le signe -

son absence . Le milieu d'isolement est le milieu 3. 
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Nous avons donc enregistré une callogénèse! abondante 

et une formation de quelques nodules méristèmatiques pour des mi­

lieux renfermant de fortes quantités d'ANA. Une forte quantité 

de BAP (plus de 1 mg.l- 1 ) n'a pas déclenché la formation de pous­

ses feuillées. L' association des phytohormones présente dans le 

milieu 3 (ANA= 1 mg.l- 1 ; AG
3 

= 0,1 mg.l- 1 ) permet le déclenche­

ment à la fois de la caulogénèse et de la rhizogénèse, lorsque 

les cotylédons sont extraits de graines mûres. En un mois les 

plantes néoformées peuvent atteindre une longueur de 15 mm à 

25 mm et supporter facilement le transfert en serre. La regénéra­

tion de plantes entières à partir des cotylédons de graines mûres 

est importante (90 à 95 %). Les regénérations observées à partir 

des cotylédons des graines prélevées dans les fruits immatures 

(environ 50 %) montrent que cette technique,également réalisable 

à ce stade précoce,peut faciliter au niveau de la sélection l'ob­

tention rapide de renseignement sur la plante avant la multipli­

cation en champs, et permettre aussi le développement accéléré 

d'un génotype sélectionné. 

4.1.2.3. Discussion 

Dans nos expériences, il n'a pas été possible d'obte­

nir la néoformation de plantes entières à partir des entrenoeuds 

des pétioles, et du limbe. Ces résultats sont en accord avec ceux 

enregistrés antérieurerœnt par KARTHAet al 1974 NAIR et al {197 9) et 

PARKE (1978). Nous avons pu remarquer que l'épiderme ne prolifé­

rait jamais, seul le tissu profond donnait le cal. Or si l'on 

croit BIGOT (1976), dans un tissu végétal, il existe des zones 

privilégiées qui suivant les conditions nutritives peuvent donner 

naissance à la formation de bourgeons et ces zones sont généra­

lement situées au niveau de l'épiderme. Pour obtenir des pousses 

à partir des cals issus d'entre-noeuds et de pétioles, il con­

viendrait d'initier une prolifération de cal au niveau de ces 

tissus superficiels. 
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Le succès observé avec les cotylédons montre qu'il 

est par contre aisé d'obtenir des plantes entières en partant 

des tissus embryonnaires. Dans cert~ines conditions de culture, 

les cellules du cotylédon, organe juvénile, peuvent facilement 

se dédifférencier puis se redifférencier pour initier des organes. 

Une graine représente cependant un matériel génétique 

hétérogène, la propagation d'un clône homogène n'étant donc pas 

possible à partir de ces graines ; slle peut par contre être envisagée à 
pa.rtir a 'un organe jeune tel que 1' ëtpex caulinaire. 

4.1.3.1. La morphogénèse et l'induction des cals 

Une callogénèse abondante se produit rapidement chez 

les explants d'apex. L' explant de 0, 2 à 0, 3 mm de diamètre,.lors 

de son ensemencemen4 peut après 7 jours donner un cal de 1 à 2 mm 

de diamètre. La croissance de ce cal est ensuite ralentie, puis 

totalement bloquée au bout de 10 jours. 

Pour les explants dépassant 0,3 mm de diamètre 

au moment de leur ensemencement,des cals encore beaucoup plus vo­

lumineux pouvant atteindre 10 à 15 mm de diamètre, se formeront 

en 15 jours. 

4.1.3.2. L'inhlbition du développement de l'explant-apex . ............................................ . 

Au moment où la callogénèse est stoppée sur les ex­

plants de 0,2 à 0,3 mm, des bourrelets verdâtres s'individuali­

sent au niveau du dôme apical et la croissance de l'apex reste 

inchang~même pendant un mois/si nous ne le transférons pas sur 

un nouveau milieu de culture (Fig. 38). 
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Les apex de 0,4 mm de diamètre vont développer des 

pousses feuillées nombreuses à partir du 10ème jour sur un cal 

qui poursuit sa croissance. L'apex de 0,6 à 0,8 mm va dévelop­

per une pousse vigoureuse sur un cal volumineux. Dans tous les 

cas, le développement de la pousse est ralenti après 15 à 20 

jours si l'explant est maintenu sur son milièu d'isolement 

(milieu 1}. 

4.1.3.3. Le développement des pousses 

L'inhibitiondu développement des explants consta­

tée pour l'ensemble des explants isolés sur le milieu 1, nous a 

conduit à réaliser des transferts sur d'autres milieux. 

4.1.3.3.1. Apex de 0,2 à 0,3 mm de diamètre 

Ces explants, bloqués après 20 jours lorsque le cal 

atteint 2 mm à 3 mm de diamètre ,sont transférés une lè~:-e fois 

sur le milieu 6. Les cals vont alors se développe~ pour passer 

de 2 "'~· à 10 mm de diamètre en 10 jours. Parallèlement, nous 

observons une formation de touffes feuillues (Fig. 39). Un 

second transfert sur milieu 4 permet le développement de ces 

pousses formées, et favorisent leur élongation~D2S pousses peu­

vent être jusqu'au nombre de 4 sur le même cal et sont de même 

longueur (Fig. 40). 

4.1.3.2.2. L'apex de 0,4 à 0,8 ~~ 

Pour ces explants, le cal est bien développé sur le 

milieu d'isolement (milieu 1) •. Au cours du repiquage sur le milieu 

4, nous éliminerons les 2/3 de ce cal. Ce transfert déclenche 

l'élongation de tiges vigoureuses et nombreuses ~arfois :suLun 

même cal). 
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4.1.4.4. L'obtention de plusieurs pousses à partir d'un seul ................................................... 
explant 

Nous appelons pousse d'ordre 1 ou de niveau 1 la 

pousse "normale" issue du développement direct de l'apex. La 

pousse d'ordre 2 est une pousse néoformée, développée à partir 

du cal en même temps que la pousse d'ordre 1. La pousse d'ordre 

3 est celle que nous obtenons à partir du cal formé sur la pousse 

d'ordre 2,et la pousse d'ordre 4,celle néoformée au sein du cal 

de la pousse d'ordre 3, etc .... 

Dans beaucoup de cas la pousse d'ordre 1estdifficile 

à récupérer, sauf dans le cas où le diamètre de l'apex ex-

plant dépasse 0,5 mm. Dans ce cas, elle se développe avec des 

entrenoeuds courts , se distinguant alors des tiges plus longues 

issues des bourgeons néoformés. Les tableaux suivants nous mon­

trent les résultats obtenus avec quelques cultivars(= CB, Malela 

1 et MM7 8), en fonction :lu diarretre des apex isoles in vitro. 

TABLEAU N° IX L'obtention des pousses feuillées à partir des 

apex isolés in vitro.' 

Niveau 1 
Apex n° 

Cultivar CB 

Diamètre de l'explant : 0,2 mm- 0,4 mm 

Eclairement ; 2.200 lux. 

Niveau /. Niveau 3 
Nombre de pousses Nombre de pousses 

i 

1 4 4 + des amas méristérratiques non développés l 
2 3 7 Il 

3 2 2 Il 

4 1 1 .. 
5 2 2 " 
6 2 2 -
7 Nombreux bourgeons Nombreaux rourgeons 

Total 7 14 + Bourgeons 18 + de nombreux bourgeons capables de se 
développer en pousses au ni veau 4 / 

·t-
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Fig. 38 Développement des nodules et 
inhibition de la croissance de 
l'apex après 10 jours sur le milieu 
1. (cultivar CB : explant de 0,2 mm). 
(Echelle 4). 

Fig. 39 Développement des pousses à partir 
des nodules après un transfert sur le 
milieu 6 (cultivar CB). (Echelle 7/5). 

Fig. 40 L'élongation des pousses est obtenue 
sur le milieu 4. (Echelle 7/5). 

Fig. 41 Séparation artificielle des nombreuses 
pousses formées à partir d'un explant 
unique. (Echelle 5/9). 



TABLEAU N° X 

Niveau 1 
Apex n° 

1 

2 

3 

4 

'IDTAL 4 

Cultivar Malela 1 

Diamètre de l'explant 

Eclairement ;2 200 Lux 

Niveau 2 
Nombre de pousses 

2 

3 + des bourgeons 

78. 

0,4 mm - 0,8 mm 

Niveau 3 
Nombre de pousses 

2 + de nœbreux bourgeons 

8 + Il 

7 Il 18 + quelques bourgeons 

--
12 + des l:ourgeons 28 + de rartbreux bourgeons capables 

se développer en pousses au 
niveau 11-

L'examen des tableaux IX et X nous montre qu'il est 

possible d'obtenir de nombreuses pousses feuillées à partir d'un 

seul apex caulinaire de Manioc d'un diamètre compris entre 0,2 mm 

et 0, 8 mm. Lorsque le diamètre de l' explant est inférieur à 0, 2 mm 

nous avons très peu de chance de régénérer une pousse feuillée. 

Le transfert des pousses néoformées sur le milieu 15 

développe des racines viables en l'espace de 5 jours sur le cal, 

ou directement,sur les pousses repiquées sans cal à leur base. 

Au niveau du cal, se déveloFpent des pousses nouvel­

les, dites pousses d'ordre 3; le cal continue à croître et d'au­

tres amas méristématiques se développent avec la même vigueur. 

Après 10 jours, en séparant les pousses formées, un autre repi­

quage permet d'obtenir des pousses d'ordre 4. 
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Fig. 42 

Fig. 43 

Fig. 44 

Fig. 45 

Formation de pousses d'ordre 3 sur un 
cal. (Echelle 17 /27). 

Développement en pot d'une plante 
néoformée. (Echelle 1/2). 

Transfert de la plante en pot plastique. 
(Echelle 3Ae1). 

Développement des plantes néoformées 
en serre. (Echelle 1 /8). 
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Dans les cas les plus favorables, nous avons obtenu 

des pousses d'ordre 4 aussi vigoureuses que les pousses d'ordre 

2. 

4.1.3.5. Discussion 

Pour KARTHA et al1974.l'obtention de plante de Manioc 

se faisait en une seule étape après 25 jours (LIU 1975 ; NAIR 

et al.1979 ; KARTHA 1975, 1978; KAISER et TEEMBA 1978, ADEJARE 

et COUTTS 1981). Nos travaux n'ont pas permis l'obtention d'une 

plante en une seule étape sauf pour les explants dont le diamè­

tre est supérieur à 0,5 mm. Nos explants développent un cal abon­

dant dans lequel s'initie la néoformation de l:ourgeons qui ne se 

développent en pousses feuillées que lorsque les explants pas­

sent au moins 10 jours sur le milieu 4. 

L'obtention de nombreux bourgeons à partir d'un 

seul apex nous a permis de mettre au point une technique de 

multiplication clônale rapide du manioc. En 35 jours, nous pou­

vons dans les meilleures conditions obtenir 30 à 50 plantes via­

bles capables de se développer en serre. 

4.1.4.6. Origine et conditions de néoformation des bourgeons . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

Les pousses feuillées obtenues peuvent provenir des 

ébauches foliaires entourant l'apex isolé. Mais, certaines, au 

niveau . du cal, sont nées de bourgeons néoformés. Ce phénomène a 

été maintes fois signalé par Bioor ( 197 G et- A 3lS). 

1 et KHODER (1981). Nous l'avons nous même observé 

sur les explants de cotylédon. Les photos des figures 46, 47, 48 

permettent d'observerune intense néoformation de bourgeons au ni­

veau de l'explant apex. 



Fig. 46 

Fig. 47 

Fig. 48 

Apex en culture depuis 30 jours dont 
le développement a été stoppé. Remar­
quer les nombreux nodules. (Echelle 
7/3). 

Coupe histologique sur l'apex du 
cultivar Glaziovii dont le développe­
ment a été stoppé. Remarquer l'initia­
tion de nouveaux nodules méristématiques. 
(apex de 0,2 mm). F =Ebauche foliaire 
C =Corpus ; T = Tunica (Echelle 5). 

Coupe histologique dans un apex dont le 
développement est stoppé. (cultivar CB 
apex de 0,4 mm). Les fléches indiquent 
l'in~itiation de nouveaux nodules 
méristématiques. (Echelle 12). 

.. 

48 
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Au cours de nos expériences nous avons remarqué que 

la néoformation des bourgeons était favorisée par un faib 

éclairement de 2 200 lux, la callogénèse conditionnant leur évo­

lution ultérieure en pousses feuillées utilisables. 

De même;LEFEBVRE (1979) a montré que le maintien à 

!•obscurité permettait aux tissus de racines d'endive de mieux 

exprimer leur facul de bourgeonner.BIGOT (1976) a noté égale­

ment la diversité des potentialités cellulaires au cours de la 

différentiation,soulignant ainsi la faculté de l'épiderme ou de 

1•assise sous épidermique à mettre en oeuvre un programme caule­

gène. 

Les cellules du dôrœ apical sont aptes à répondre 

spécifiquement à la présence de la BAP en fonction des conditions 

d'éclairement. Ces cellules forment rapidement un massif large 

de 3 à 10 mm, massif qui peut évoluer en "plateau de proliféra­

tion" des bourgeons. C'est le retour rapide à un état de juvé­

nilité provoqué par la formation d'un important cal qui a créé 

chez certaines cellules du dôme apical la réaction organogène. 

Quand plateau de prolifération mesure moins de 

3 mm de diamètre, (Fig. n° 38, 46, 47, 48) l'élongation des ti­

ges des bourgeons néoformés est alors nulle. Par contre dans le 

cas d'une callogénèse importante, le plateau de prolifération 

est large. Il s'établit de la sorte des correlations d' inhibi­

tion entre les bourgeons : les bourgeons les plus développés 

évoluant en pousses vigoureuses, inhibent les bourgeons les moins 

développés,jusqu'à la levée d'inhibition qui s'opère après la 

séparation artificielle des différentes pousses formées (Fig. 42}. 
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4.1.4. ÇQD~1~ê!QD_ê~E-1~ê-~êê~!ê_9~-f~g~D~f~Ê!QD_9~_E1~DÊ~ 

9~-~~D!2~-E~f_1~ê-Ê~~bD!9~~ê-9~-~~1Ê~f~_!D-~!EfQ 

Nous connaissons maintenant les multiples possibi­

lités de multiplication végétative que nous offrent les tissus 

de Manioc cultivés in vitro. 

Nous savons maintenant que sans éliminer l'apex cau­

linaire, nous pouvons à partir d'une pousse obtenir plusieurs 

autres pousses feuill s en stimulant le développement des bour­

geons axillaires. Cette technique nous permet donc de disposer 

d'un grand nombre de plantes viables en un temps très court. 

Un enracinement facile des pousses vigoureuses de 

plus de 5 mm est déclenché sur le milieu de MURASHIGE et SKOOG 

gelosé à 6 % et additionné de 0,05 mg.l- 1 d'ANA, et, le trans­

fert en serre des plantes viables est aisément réalisable. 

La néoformation des bourgeons au niveau des cals de 

cotylédons et des cals d'explants d'apex caulinaires souligne 

également les potentialités organogènes du manioc. 

Il nous est alors permis d'envisager la culture plus 

délicate du protoplaste de Manioc, jusqu'à son ultime développe­

ment , les plantes régénérées à partir des cals issus de proto­

plastes. 



4.2. LES RECHERCHES SUR LA TOXINE 

BACTERIENNE 
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des bio-essais 

L'organe choisi pour nos bio-essais est le lobe foliai-

re. 

feuil 

Comme le montre le tableau XI et les fig. 50 et 51, la 

de Manioc ou le lobe foliaire restent des organes vivants 

même en dehors de la plante dont ils sont issus et ils peuvent 

normalement s'enraciner en formant des racines nourrices puis 

rester en survie pendant plus de 10 mois. Au cours de nos essais, 

les jeunes lobes continueront leur croissance en tube pour at­

teindre leurs dimensions normales. Les racines émises à la base 

du lobe foliaire ont moins de 6 cm de longueur. Après le Sème 

mois, le lobe commençait à jaunir lentement. 

Les possibili s de survie des organes iso s de 

manioc, marquées par 1 inement des lobes de 

manioc7de la feuille très jeune 

plus âgée (N°S) 

(N° 1) à la feuille 

des feuilles nombre de quantités de lobes foliaires longueur des 
prélevées lobes fo- ~ac ines 

liares Sains contaminés M::>rts enracinés (en cm) 

1 6 6 0 0 6 6 

2 6 3 2 1 1 6 

3 6 1 5 0 0 0 

4 6 3 3 0 2 6 

5 6 5 1 0 2 5 

6 6 5 0 1 0 0 

7 6 6 0 0 1 1 

s 6 5 0 1 1 3 

TOTAL 4S 34 11 3 13 



Fig. 50 . Photographie montrant l'enracinement d'une 
très jeune feuille de Manioc. 

Fig. 51 Enracinement dans les conditions du bio 
essai d'une feuille adulte de Manioc. 
(Echelle 1). 
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Ces observations faites après 1 mois indiquent 

que les lobes très jeunes ont une forte tendance à l'enracine­

ment. Cependant nous observons le phénomène même pour les feuil­

les agées chez lesquelles les racines peuvent apparaitre après 

45 jours. 

4.2.2. Le bio-essai sur le filtrat de culture ---------------------------------------

Le dispositif des bio.essais est le suivant 

- 2 cultivars : CB et MM 78 , tous les deux sensibles 

à la bactériose sont sélectionnés 

- Pour chaque cultivar, nous utiliserons : 

. 3 tubes avec le filtrat de culture bactérienne 

. 1 tube témoin cellulose. 

. 1 tube de témoin eau 

. 1 tube de témoin glucose 

L'observation notée dans notre expérience est l'ap­

parition manifeste du flétrissement sur les lobes foliaires 

après 3 jours. Le filtrat de culture induit un flétissernent sur 

les lobes foliaires de CB ou MM 78 par contre, les lobes sur mi­

lieux témoins divers ne montrent aucun symptômes de flétrissement. 

(figure 52). 

Le bio-essai ainsi pratiqué révêle la présence d'un 

produit toxique dans le filtrat de culture. La toxicité de ce 

produit vis à vis du lobe, organe viable, s'est manifestée par 

l'induction du flétrissement. La culture du Xan~homona~ maniho~i~ 

sur un milieu synthétique a donc conduit à la formation d'un corn­

posé toxique pour la feuille de manioc, transmis par le filtrat. 



Fig. 52 Photographies montrant les aspects d'un 
bio essai avec le cultivar MM 78. Avec 
le traitement Bl, lobe de droite, on 
remarque un flétrissement net du lobe 
foliaire après trois jours. Les témoins 
substrat cellulose et eau ne montrent 
aucun symptôme de flétrissement. 
(Echelle 24/27). 
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4.2.3. Les effets du ryH sur la toxicité du filtrat de culture 
------------------------------------------------------~ 

Notre milieu de culture pour la préparation du fil­

trat a utilisé le HEC comme subst~at de culture. Deux pH ont été 

choisis pour ce test : 

A ::: pH 3,5 (l'ajustement se fait à l'aide 

B = pH 7 (l'ajustement se fait à l'aide 

L'essai comportait alors 2 traitements et 

Traite~ent A 3 répétitions 

Traitement B = 3 répétitions 

- Témoin substrat A = 1 répétition 

- Témoin substrat B = 1 répétition 

- Témoin eau A :::::: 1 répétition 

- Témoin eau B = 1 répétition 

de Hel N 
10 

de KOH N 
10 

4 témoins. 

Les observations faites après 3 jours ont montré 

qu'il n'y a pas de différence significative entre les traitements 

A et les traitements B qui ont tous montré des symptômes de flé­

trissement identiques. 

Le filtrat de culture a été obtenu après culture des 

bactéries sur un milieu synthétique. Afin de pouvoir utiliser 

l'élément toxique avec beaucoup plus d'éfficacité, il convenait 

de le débarrasser d'autres composants chimiques qui pouvaient 

être associés à la toxine. 

Nous avons donc essayé de réaliser les cultures bac­

tériennes sur 2 substrats différents (hydroxyéthyl cellulose = HEC 



90. 

et acide polygalacturonique = APG) , de comparer la technique 

qui utilise l'éthanol et celle avec le méthanol et l'acétate 

d'éthyle. Nous avons également fait des essais de comparaisons 

entre les différents substrats carbonés (HEC, APG, et carboxy­

methyl cellulose = CMC). Nous avons ensuite comparé les techni­

ques qui utilisent les résines échangeuses d'ions à celles qui 

utilisent la dialyse. 

4.2.4.1. Purification à partir des filtrats réalisés sur le 

HEC et l'APG 

La purification est réalisée par le méthanol et l'acé­

tate d'éthyle. Les extraits obtenus à chaque étape ont tous mon­

tré des effets toxiques se manifestant par le brunissement des 

lobes foliaires. Mais nous avons pensé que la toxine étant peu 

soluble dans l'acétate d'éthyle, une grande partie de la toxici-

~§ pouvait être restée dans la fraction acqueuse. 

4.2.4.2. Comparaison entre 2 techniques de purification : . . . . . . . . . ' ..................................... . 
une technique utilisant l'éthanol et l'autre le mé-................................................... 
thanol. 

Nous avons dans cet essai comparé deux techniques 

de purification, celle qui consiste à dépro-

téiniser le filtrat concentré avec du méthanol et celle 

qui précipite les polysacharides avec de l'étha-

nol. 

Les extraits purifiés à l'éthanol ont provoqué des 

symptômes importants de flétrissement, confirmant ainsi les ob­

servations faites au niveau du bio essai avec filtrat de culture 

brut. L'utilisation du méthanol entraîne par contre une perte 
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de toxicité car le méthanol peut provoquer la précipitation 

d'une ~artie des polysaccharides toxiques responsables du flé­

trissement. 

4.2.4.3. Le choix de la source de carbone ................................. 

Pour nos essais, nous disposons de 3 substrats car­

bonés : le HEC, le CMC et l'APG. Lorsque nous mettons la souche 

de Xanthomona~ man~hot~~ en culture sur les 3 substrats, nous 

remarquons après 2 jours que le parasite ~e développe convena­

blement sur le HEC et l'APG et moins bien sur le CMC. 

Par ailleurs, une comparaison établie entre les té-

moins HEC et APG dans les bio essa montre que le substrat APG 

mani ste une légère toxicité sur les lobes foliaires des bio 

essais. 

Dans nos tests ultérieurs, nous utiliserons par con­

séquent le HEG comme source de carbone utile à la culture du 

parasite. 

4.2.4.4. Comparaison entre les techniques qui utilisent les ré-...................................................... 
sines échangeuses d'ions et cell.es qui utilisent la ................................................... 
dialyse 

Dans le but d'éliminer les acides organiques et les 

sels minéraux que peut contenir l'extrait toxique, nous avons 

d'une part, effectué le passage de l'extrait sur des résines ca­

thioniques (BIO RAD DOWEX 50 10 - x 8) et anioniques (Amberlite 

IRA 400) et d'autre part opéré une dialyse de l'extrait à 4°C 

pendant une nuit. 
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Le bio-essai comprenait alors les traitements sui-

- 1 traitement A = passage à travers des résines 

(avec 3 répétitions) 

- 1 traitement B 

- 3 témoins dont 

dialyse avec boudin de cellophane 

(avec 3 répétitions) 

1 témoin cellulose avec résines 

1 témoin cellulose avec dialyse 

. 1 témoin eau 

Les observations indiquent en plus du flétrissement 

un brunissement à la base des lobes foliaires avec l'extrait is­

su des traitements avec résines 1 alors que les extraits issus 

des traitements par dialyse ne provoquent que le flétrissement. 

La dialyse de l'extrait avec un boudin de cellophane a donc été 

conservée p0ur la purification des toxines réalisée de la manière 

suivante : 

- Ensemencement de la souche de Xa»thomo»a~ ma»ihoti~ 

laissé sur un milieu LPGA pendant 2 jours à l'obscurité et à 25°C. 

- Culture du parasite sur milieu liquide agité à 25°C 

à l'obscurité pendant 2 jours. Ce milieu contient de l'hydroxy­

éthylcellulose comme source de carbone (HEC) 

- Le filtrat de culture est obtenu en centrifugeant 

la solution de culture du parasite à 2 500 tours/mn pendant 10 mn 

puis en filtrant le surnageant à travers un filtre millipore de 

porosité 0 1 45 ~rn. 

- après concentration du filtrat au 1/10 du volume 

initial la précipitation par 15 volumes d'éthanol 95°C pendant 



93. 

unenuit à 4°C à l'obscur est réalis puis~récupération du 

précipité par centrifugation à 2 500 tours/mn pendant 10 mn et 

séchage du précipité à l'étuve 60°C pendant une nuit. 

-Ce précipité est repris dans l'eau bidistillée et 

dialysé avec un boudin de cellophane pendant une nuit à 4°C et 

à l'obscurité. 

4.2.4.5. Discussion des résultats ........................ 

Les bio essais que nous avons réalisés indiquent un 

e t toxique des filtrats de culture de Xanthomona~ manihoti~, 

obtenus après passage de la solution de culture à travers un fil­

tre de porosité 0,45 ,.m. Cette action toxique s'exprime par le 

flétrissement du lobe foliaire : organe que nous avons utilisé 

pour nos bio essais.Les témoins utilisés n'ayant jamais exprimé 

des symptômes de flétrissement , on peut affirmer que cette ac­

tion toxique est bien li à la culture du parasite sur le milieu 

liquide. La culture de Xanthomona~ manihoti~ sur milieu synthéti­

que produit donc une substance toxique capable d'induire un flé­

trissement sur les lobes des feuilles fraichement cueillies des 

cultivars CB et MM 78. 

Les extraits purifiés produisent les mêmes symptômes 

que ce filtrat de culture brut. Le procédé de purification qui 

a utilisé la méthode de GOODNAN et rù 1974 consistant à précipiter 

les polysaccharides par l'éthanol semble indiquer que le co~posé 

toxique responsable du flétrissement observé sur les lobes du 

bio essai est de nature polysacharidique. Le que le milieu 

de culture utilisé contient de la cellulose comme source de car­

bone rend difficile la purification totale du composé toxique 

dans s conditions de nos essais, cependant le stade de purifi­

cation atteint par notre méthode est néanmoins suffisant pour que 

le composé toxique obtenu puisse être utilisé pour un éventuel 
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criblage des cultivars d~ Manioc. 

4.2.5. Validité et limites du bio-essai --------------------------------

Le lobe foliaire du Manioc est un organe qui continue 

à vivre longtemps après son isolement de la feuille. Dans les 

conditions de nos bio-essais, le lobe reste vert pendant près de 

7 mois en initiant des racines fonctionnelles. 

La cellulose contenue dans certains milieux ne provo­

quera le flétrissement des lobes foliaires placéés sur milieu té­

moin que tardivement bien après le temps requis pour l'élaboration 

de nos bio.essais lorsque les températures sont supérieures à 

25°C. 

Nos bio-essais ont toujours un témoin ayant subi le 

même processus que le traitement étudié. Dans ce test, l'observa­

tion principale a été le f issement (fig. 53 et 54) qui repré­

sente le symptôme principal de la maladie au champ. En dehors du 

jaunissement que nous avons éventuellement noté sur le témoin 

après la durée normale du test, nous observons parfois un enrou­

lement des bords supérieurs des lobes pendant le temps normal, 

du test : ce phénomène intervient généralement lorsque la tempé­

rature est élevée, supérieure à 30°C. 

Divers facteurs peuvent influencer l'apparition du 

flétrissement. 

L'âge de la feuille 

Dans nos expériences, les feuilles situées 

en dessous de la cinquième feuille du rameau fournissaient la 

meilleure réoonse. Par contre, les feuil plus jeunes peuvent 

facilemement flétrir au moindre choc, avec n'importe quel poly­

saccharide en solution concentrée. 



Fig. 53 : Photographie montrant le flétris­
sement obtenu dans les conditions 
du bio essai chez le cultivar CB. 
(Echelle 20/27). 

Fig. 54 A = traitement toxine purifiée 
F = Filtrat de culture 
Le témoin ne montre pas de symtôme 
de flétrissement. 
Le traitements par les toxines 
induit un flétrissement plus 
manifeste que celui observé avec le 
filtrat de culture. (Echelle 20/27). 
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La température 

La température au moment du test joue un rôle impor­

tant. La majorité de nos essais ont été effectués à 25°C. Dans 

ces conditions, le temps requis pour le test est de 3 jours ; 

mais lorsqu'on opère à 30°C, la réponse est rapide et se fait 

en 24 heures. Cette température élevée peut alors avec des feuil~ 

les jeunes ou des feuilles ombragées conduire à un flétrissement 

des lobes sur le milieu témoin HEC,mais alors)le flétrissement 

observé sur ce milieu témoin est tardif par rapport à celui ob­

servé avec un traitement toxique, et il est toujours accompagné 

d.' un jaunissement contrairement à celui dû au composé toxique. 

La concentration de l'extràit toxique modifie la 

réponse du lobe foliaire : ainsi le filtrat de culture induit 

les symptômes de flétrissement moins marqués que l'extrait to­

xique concentré, les dilutions à 1/5 de 1/10 de l'extrait fournis­

sent des symptômes moins importants que dans le cas d'utilisation 
VVl""' 

des mêmes extraits dilués (Fig. 54). 

La durée de conservation de l'agent pathogène peut 

modifier également la réponse du bio.essai. En effet si nous con­

sidérons les résultats enregistrés de juillet 1981 à jui_let 

1982, nous contastons que, la souche X1 isolée en juillet 81nema­

nifeste plus d'effet toxique dans nos tests du mois d'avril 1982. 

Cette souche présentait cependant une prolifération normale. Nous 

avons ainsi été amené: à isoler une nouvelle souche X11 capable 

d'induire un flétrissement important sur CB et MM 78. Une longue 

conservation de l'agent dans le milieu liquide est susceptible 

de modifier son aptitude à produire la toxine. 
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4.2.6. Les essais de résistance à la bactériose sur 5 cultivars --------------------------------------------------------

Dans but de mieux connaitre leur comportement vis-

vis de la toxine, nous avons entrepris un essai avec les 5 culti­

vars dont nous disposions. 

Appréciation du flétrissement 

Nous avons choisis une échelle de notations allant 

de 0 à 5. 

0 = le traitement sensiblement égal à l'effet témoin 

eau 

1 = seule la partie terminale du lobe est flétrie 

2 = 1/3 du lobe est flétri 

3 = les 2/3 du lobe sont flétris 

4 les 3/4 du lobe sont flétris 

5 = le lobe entier est f lé - - ~-. 

L'essai a été effectué à 25°C sous un éclairement 

continu de 2 200 lux pendapt 3 jours, avec un extrait isolé, à 

partir d'une culture de la souche X11. Les résultats enregistrés 

sont consignés dans le tableau suivant. 

Cultivar 

Appréciation 

Essai d'analyse de la résistance à la toxine 

de 5 cultivars de Manioc en culture in vitro 

MM78 Male la 1 CB 255 Glaziovii 

3 2-3 3 1-2 0-1 
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Ces résultats montrent que CB et MM78 sont les plus 

sensibles à la toxine. Maléla 1 est un peu moins sensible et 

si MA 255 ne manifeste que des symptômes atténués de flétrisse­

ment le cultivar glaziovii lui semble résistant à la toxine 

bactérienne. Or ces notations correspondent aux 3.ppréciations 

réalisées sur les collections vivantes de ces cultures. En effet 

le criblage des cultivars de manioc à Loudima et à Mbé {Congo) 

a été réalisé pour étudier leur résistance à la bactériose : de 

1976 à 1979) nous avons mis en place à Loudima et à Mbé des col­

lections vivantes de cultivars de manioc. Au niveau de ces collec­

tions soumises aux attaques naturelles de bactériose, nous avons 

noté pour chaque cultivar l'importance des attaques de bactérie­

se. Sur une échelle qui varie de 0 à 5 nous avons ainsi considé-

ré que : 

0 == attaque nulle ou négligeable 

1 = attaque très faible 

2 = attaque faible 

3 = attaque moyenne 

4 ::::: attaque ~:Jrte 

5 attaque très forte 

Les renseignements recueillis durant 3 années sont 

les suivants ·. 

TABLEAU N° XIII 

Cultivars 

Appréciation 

Analyse de la résistance A la bactériose sur 

les 5 cultivars en champs. 

MM78 

1 

Malela 1 CB MA255 Glaz 

_J 2 3-4 1-2 -
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Dans nos collections, CB est donc légèrement plus 

sensible que MM78,Ma la 1 et MA255 reçoivent des attaques fai-

bles. Le cultivar glaziovii qui ne it pas partie de nos collee-

tians, mais se rencontre dans de nombreuses régions du congo, 

n'est pas attaqué par la bactériose. 

Il existe donc une différence de sensibilité des cul­

tivars au flétrissement induit par l'extrait toxique au niveau 

de nos bio-essai et nos appréciations montrent une similitude 

très étroite avec l'appréciation des sensibilités aux bactéries 

observables avec les mêmes cultivars en plein champ . Les rensei­

gnements recueillis au niveau du bio essai peuvent donc servir 

utilement à l'appréciation de la sensibilité à la bactériose des 

cul ti vars de manioc. A partir d'une souche de XanthomonM man.i..ho.:ti..-6 

nouvellement isolée, la production de toxine nous permet de 

réa~~3er in vitro un criblage des cultivars, vis-à-vis de leur 

résistance à la bactériose. 

4.2.7. Conclusion -----------

Xu.d.-thomonM man.i..how, agent responsable du flétris-

semen~ bactérien du manioc)se développe favorablement sur un mi­

lieu syntnétique, utilisant comme source de carbone, l'hydroxy­

éthy:cellulose. Le filtrat isolé d'une culture de 2 jours, induit 

in vitro sur lobe fol ire un flétrissement du même type que ce­

lui rencontré dans les plantations attaquées par la bactérie 

(photo 53) . 

Après son isolement du filtrat,la fraction purifiée 

a confirmé les symptômes de flétrissement au niveau des différen­

ts bio-essais mis au point au cours de nos expériences (fig. 50, 

54). Le flétrissement observé dans nos tests a été plus ou moins 

intense parfois inexistant suivant que cultivar est plus ou 
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moins résistant à la bactériose. Nous pensons donc que ce bio­

essai que nous avons mis au point peut également servir de test 

de criblage à la bactériose pour les cultivars devant être par 

la suite multipliés en champs. Il a l'avantage de ne pas utiliser 

directement l'agent pathogène lui même 7contrairement aux tests 

pratiqués jusqu'alors (ARAGO 1931, BANTSIMBA et MABANZA 1976, 

H~AAÎTE ~ PERREAUX 1978) qui consistaient à prendre comme inoculum le para­

site que l'on injecte dans la plante, ou que l'on met au contact 

de la plante en blessant les feuilles avec un outil infecté. Ces 

tests avai8nt donc l'inconvénient de répandre dans le milieu 

environnant un inoculum fortement concentré en germes pathogènes. 

Si la résistance reconnue des cultivars Glaziovii sp 

est commandée par une barrière génétique, la toxine peut consti­

tuer dans ces conditions un milieu sélectif de premier choix 

dans des expériences de physiopathologie~. Dans un milieu sélectif 

renfermant la toxine il est possible de mettre en culture une po­

pulation de protoplastes en espérant ainsi induire une variation 

génétique fournissant des protoplastes capables de résister à 

toxine bactérienne. 

Dans nos exposés ultérieurs, nous appellerons 

MANIHOCitJE le composé toxique obtenu à partir d'un filtrat de 

culture de Xanthomona6 manihoti6. 



4.3. LE DEVELOPPEMENT DES PROTOPLASTES 

ISOLES A PARTIR DU ~~NIOC 
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4.3.1. Recherche des me leures conditions d'isolement des ---------------- --------------------------------
EE2~2E!~§~~§_§~E_l~-~~~~2~ 

4.3.1.1. Isolement des protoplastes 

Au ccurs d'essais préliminaires, l'élimination 

l'épiderme inférieur du limbe,afin de mettre en contact direct 

le tissu du mésophylle et la solution enzymatique de digestion~ 

a été effectuée par un brossage de la face inférieure de la 

feuille, les autres méthodes essayées (coupe fine des feuilles, 

utilisation du carborandum) donnent des résultats médiocres. 

Parmi les diverses solutions enzymatiques essayées, celles qui 

nous ont fourni les meilleurs sultats contenaient une pECtina­

se (le macerozyme R 10) à 0,5 % et une cellulase (la cellulase 

R 10 }dont les quanti s sont comprises entre 2 et 3 %. 

Les stabilisateurs osmotiques essayés ont é 1e 

saccharose (de 0,2 M à 0,4 M), le chlorure de calcium (CaC12 2H20 

à 0,2 M) ou le mannitol (de 0,5 M à 0,8 M). 

Toutes nos observations indiquen que la concentra­

tion molaire convenable en saccharose est de 0,3 M (celle utili­

sée antérieurement par SHAHIM et SHEPARD 1980). Les protoplastes 

de Manioc ne supportent pas le CaC12 2H20 à 0,2 M qui nous a 

donné car contre de bons résultats sur l'orge et le riz. En ce 

qui concerne le mannitol, les protoplastes viables sont plus nom­

breux quand ils ont été isolés à une pression molaire comprise 

entre 0,6 M et 0,8 M. La pression en mannitol a été maintenue 

pour la suite de nos isolements à 0,7 M. Ces protoplastes isolés 

en présence de mannitol nous sont apparus de meilleure qualité 

que ceux isolés en présence de saccharose. 

Si pour l'isolement des protoplastes à partir des 

feuilles prélevées en serre une prémacération des tissus foliai­

res était nécessaire, par contre les feuilles des plantes culti­

vées en tubes à essai ne nécessitaient pas de prémacération. 
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Les résultats obtenus à ce niveau sont reproductibles sur les 

cinq cultivars choisis. 

La solution n° 4 est la plus efficace pour les 

feuilles prélevées sur les plantes de serre avec une macération 

d'au moins 120 mn. Ce temps de macération varie suivant le cul­

tivar, mais il est surtout étroitement lié à l'état physiologi­

que des plantes. 

Chez les plantes ombragées, abondamment arrosées ou 

alimentées avec un apport azoté important,le temps de macération 

peut durer moins de 120 mn,alors que chez les plantes fortement 

éclairées,3 H de macération sont nécessaires pour la digestion 

complète des parois cellulaires. En général, une durée faible de 

macération donne une grande quantité des cellules allongées et 

des cellules qui montrent des parois incomplètement digérées. La 

majorité de ces cellules éclateront quand nous les mettons en 

culture ultérieurement. 

La solution no 2 est utilisée pour les feuilles des 

plantes cultivées in vitro. Elle permet une digestion satisfai­

sante des tissus macérés, pendant 5 H. Nos observations sur l'en­

semble des macérations effectuées nous ont permis de constater 

qu'un reliquat de tissu non complètement digéré reste toujours 

sur nos tamis après récupération des protoplastes. Nous avons 

pensé que ce tissu pouvait être récupéré. Nous avons donc mis en 

route une seconde macération en faisant agir la solution n° 1 

pendant 1 H 30. D'une manière générale, les isolements de la 

deuxième macération ont été plus productifs, mais également plus 

propres avec beaucoup moins de débris. 

Parfois utilisées, les solutions de culture sont 

utilisables en tant que solutions de rinçage. Avec les solutions 

D* et F (ou milieu no 24) nous obtenons des isolements très pro­

pres avec peu de débris. Elles présentent cependant 2 inconvé­

nients : 
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Lorsque d'une centrifugation à basse vitesse beaucoup 

de protoplastes (moyens et petits) ne s'agglutinent pas en un cu­

lot, ils demeurent en suspension dans le surnageant, et seront 

par conséquent éliminés. 2 vitesses de centrifugation sont alors 

utilisées : la 1ère (de 40 g) fournira des protoplastes de 15 ~ 

à 30 ~ de diamètre. La 2ème (correspond à 900 g) permet de récu­

pérer les protoplastes d'un diamètre de 7 ~ à 15 ~- La mise en 

culture séparée de ces 2 catégories de protoplastes nous révèle 

qu'ils sont les uns et les autres viables. 

Le deuxième inconvénient tient à la grande complexi­

té des solutions D et F qui, outre les éléments minéraux, les 

phytohormones et les vitamines, renferment en plus du saccharose, 

du mannitol, du sorbitol et xylitol. Nous avons alors préparé une 

solution minérale de rinçage à base de Kcl (2,5 %) et MgS04 (1 %) . 

Cette solution facile à préparer permettait de libérer un grand 

nombre de protoplastes, avec cependant beaucoup de débris que les 

solutions précédentes et un taux de mortalité pouvant aller jus­

qu'à 30 %. 

4.3.1.2. Quanti~é de protoplastes isolés 

Le tableau suivant nous donne les quantités de pro­

toplastes obtenus après rinçage effectué avec les différentes 

solutions sur 5 cultiva~ . 



TABLEAU N° XIV 
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Quantité de protoplastes obtenus après rinçage 
6 (10 proto/gr) à partir des feuilles de 5 ëul-

ti'vars de Manioc 

Vitesse de centrifuqation = 40 g 

Ollti=T 

---~---

1 Nombre 

1 

Moyen 

'

Glaziovi · pour 
chaque 

CB MA255 1 Malela l MM78 

Solution~' 
1 

1 

·r-::- --r---1- solution 

F 

W06 

Kcl MgS04 

1 
-· 

Nanbre moyen 

:r;x::>ur chaque 

Cultivar 

* solution D 

6163 
1 

-

1 4164 8191 

1 2137 1 1 1 1 
' 

812 5197 

5146 5133 

--

3179 

4 1 4 1 

7184 

816 

6 1 1 6 

1 

1 

-

6 1 

6 1 

4 1 

5 1 

23 

29 

29 

3166 

0145 

4179 

6 2196 

_L __ _ 

milieu n° 23 (CL) dilué de moitié. 

5121 

5157 

316 

613 7 

Moyenne l 
générale, 
de l'iso~ 

lerœnt Il 

51 1 
__ _j 

Il s'agit de feuilles prélevées sur des plantes 

cultivées in vitro. 
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Ce tableau indique que les culitvars Malelal, MM78 et 

MA255 fournissent à peu près les mêmes quantités de protoplastes, 

CB en donnera davantage et Glaziovii beaucoup moins. Nous voyons 

également à travers ce tableau que la solution de rinçage 

KCl-MgS04 donne une quantité de protoplastes isolés (6,37 millions) 

nettement supérieure à cel s obtenues avec s autres solutions. 

En moyenne, pour l'ensemble des cultivars, 5 millions des proto­

plastes sont isolés par gramme de limbe. 

La quantité de protoplastes isolés au cours d'une 

expérience dépend encore de l'âge 

lement. 

la feuille au moment de l'iso-

4.3.1.3. La taille des protoplastes obtenus 

Le protoplaste mesophyllien isolé chez le Manioc a 

un diamètre variant entre 7 ~rn et 40 ~m. La grande majorité se si­

tue entre 15\lmet 30 ~m. La figure 55 nous indique le pourcentage 

de protoplastes de différents diamètres obtenus à partir des feuil­

les des 2 cultivars Male 1 (cultivé en serre) et CB (cultivé in 

vitro). La taille des protoplastes est mesurée un jour après leur 

isolement. 

Pour le cultivar malela 1 (Se lle de plante de 

serre) 80% de protoplastes ont des dimensions entre 20 ~rn et30~m 

avec une très forte majorité comprise à 20 ~rn ; 14 % environ ont 

15 ~rn et 5 % seulement mesurent 10 ~m. En ce qui concerne les feuil­

les des plantes de CB cultivées in vitro, la dimension des proto­

plastes se situe entre 10 ~rn et 20 ~m. Dans l'intervalle 20 ~rn à 

30 ~rn nous n'avons plus que 41 % au lieu de 80 %. Par contre, une 

forte proportion de protoplastes ne mesure que 10 ~rn (36 %) . 
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FIGURE N° 55 Pourcentage de protoplastes de différents diamètres 

obtenus à partir des feuilles des cultivars Malela1 
u C-8 

Pourcentage de 
protoplastes de 
différents dia­
rrètres 6 

35 

20 

5 

Malela 1 

-
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o= 15 J..1It1 

r.?r 
~ 
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[3 20 ~ 

§] 30 J..1It1 

C B 

-- x)( 
:x 

)C 

)( 

"j. 

)l 

1-

1-

Cul ti vars et 
diamètres 
des proto­
plastes 

Un protoplaste isolé est considéré comme viable 

quand, une nuit après son isolement, il se présente entièreœ~nt 

sphérique, peu vacuolisé avec des chlorophastes régulièrement ré­

partis (figure~). Nous n'avons noté aucune différence d'apparen­

ce entre les protoplastes des divers cultivars dont nous disposions. 

Pour certains isolements, nous avons observé la pré­

sence de cellules aux parois non complètement digérées. Elles sont 

plus ou moins allongées et éclatent dans le milieu de culture pou­

vant ainsi favoriser la formation des composés toxiques. Les quel­

ques cellules allongées non éclatées ne présentent pas de dévelop- , 

pement ultérieur. Ce type d'isolement a été obtenu lorsque les 



Fig. 56 : Protoplastes du cultivar Glaziovii 
avant exposition à la lumière 2 
jours après leur ensemencement 
dans le milieu Cl. (la barre= 
20 microns). 

Fig. 57 : Protoplastes du cultivars CB 
après 7 jours de culture dans le 
milieu W06. (le côté du carré = 
40 microns). 

Fig. 58 : Protoplastes du cultivar CB un 
jour après leur isolement dans le 
milieu F. 



108. 

solutions renferment peu de cellulase ou lorsque le temps de ma­

cération était trop court. Par ailleurs, l'utilisation de trop 

grandes quantités d'enzymes (pectinases et cellulases) conduit à 

un éclatement des protoplastes. Au cours de nos isolements, la te­

neur de 0, 7M en mannitol permettait au protoplaste isolé de res­

ter en légère plasmolyse dans le milieu de suspension. 

En tenant compte des résultats obtenus pendant nos 

premières expériences (Tableau N°XIVet figure N°55 ) , nous avons 

effectué dans les isolements ul rieurs une double macération et 

utilisé des vitesses de centrifugation variant entre 900 g et 

1000 g en fonction des solutions employées. 

4.3.1.4. L'isolement des protoplastes à double macération 

La double macération a consisté à utiliser de nou­

veau, pour la même expérience, les restes des tissus non digérés 

en première macération. Les résultats obtenus au cours des expé­

riences sont consignés dans les figures N° 59 et N° 60. 

FIGURE N° 59 

Quantité de 
proton las tes 
isolés par 
grarrrre de lim-

(en mil­
lions) 

25 

15 

Production de protoplastes par macération dans un 

isolement à double macération 

o= rracération 

2e rracération 

x'f 
,.'J. 
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)C. 
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'f. 

x"' 
"' 

~Malela l CB 

)C 

1 
x ;x 

'1-
~ 

'F 
x 

'1 
'1 

1-'1-

"' .,. 
Cul tl vars et 
mécérations 
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Les résultats mentionnés dans cette figure sont des 

moyennes calculées sur 5 à 10 isolements. Ils montrent que la se­

conde macération fournit une quantité plus importante que la pre­

mière, cependant, pour les feuilles de jeunes plantes, une très 

bonne digestion des tissus en première macération permet en deu­

xième macération une quantité plus faible de protoplastes. 

La figure N° 60 nous donne la quantité totale de 

protoplastes isolés en utilisant deux solutions de rinçages (F et 

KCl-MgS04) dans un isolement à double macération. 

FIGURE N° 60 

Quantité de 
orotoplastes 
isolés oar 
gram;e de -
iimbe en 
(Millions) 
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Production totale de protoplastes par solution de 

rinçage dans un isolement à 2 macérations (en mil­

lions de protoplastes par gramme de limbe) 
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Les résultats résumés dans cette figure montrent 

que la solution minérale KCl-MgS04 libère beaucoup plus de proto­

plastes que la solution F. 

En conclusion, l'ensemble des résultats obtenus in­

dique que l'isolement de protoplastes de bonne qualité est aisé, 

quelle que soit la nature des feuilles utili s. La production 

des protoplastes est abondante avec au moins 5 millions de proto­

plastes gramme de limbe lorsque nous pratiquons des centrifu­

gations à la vitesse de 40 g. Des vitesses de centrifugations plus 

élevées fournissent une moyenne de production d'environ 20 millions 

de protoplastes viables par gramme de limbe, avec notre technique 

de double macération : ce qui, nous permettant de travailler sur 

une quantité de feuilles relativement faible, constitue pour nous 

une étape fort encourageante. 

4.3.2.1. Les conditions d'ensemencement 

4.3.2.1.1. Recherche des meilleurs milieux d'ensemencement 

4.3.2.1.1.1. Introduction 

Après avoir subi des échecs répétés avec milieu 

CL concentré préconi par SHAHIN et SHEPARD (1980) nous avons 

été amenés à mettre au point deux milieux de culture, le milieu 

F retenu parmi les 6 que nous avons essayé et le milieu M. Le mi­

lieu F est la solution minérale CL diluée de moitié avec des con­

centrations différentes en mannitol, sorbitol, saccharose et xyli­

tol. Le milieu M est composé d'une solution minérale fortement di­

luée qui renferme en outre l'ion ammonium sous la forme NH4N03 

qui n'existe pas dans les formules proposées par SHAHIM et SHEPARD. 
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Aussi,les milieux utilisés pour le T.abac, le milieu w06, milieu 

salin fortement concentré préparé par MEYER et le milieu c1 milieu 

salin très dilué utilisé par CABOCHE,ont également été essayés. 

4.3.2.1.1.2. Les milieux de références utilisés sur le Ta­

bac : w06 et C1 

- le milieu w06 

Nous avons observé dans ce milieu une grande morta­

lité. Lorsque l'isolement a été réalisé avec un rinçage au manni­

tol remplaçant la solution saline KCl-MgS04, la mortalité a sensi­

blement diminué dans le milieu de culture. Le milieu w06 confère 

aux cellules aussi une très forte tendance à l'aggrégation, sur­

tout lorsque la densité de culture dépasse 250 000 protoplastes 

par ml .. 

~ans les cultures réussies, après 2 jours d' laire­

ment à 2 2 0 0 J_,~x, les cellules commencent à grandir. Une bonne par­

tie des cell~_2s se divise par bourgeonnement. 9 jours après, les 

cellules commencent à se nécroser. Il faut généralement opérer un 

transfert dans le milieu C2 après 6 jours. Deux jours après le 

transfert des divisions par clivage commencent à s'observe~. Dans 

nos essais répétés, le phénomène de division par clivage a atteint 

parfois 60 %. 

- le milieu C1 

Le milieu C1 est le milieu d'ensemencement préparé 

par CABOCHE pour le Tabac. Dans ce milieu, un encemencement à for­

te dens de culture est suivi d'un transfert à faible densité 

sur un nouveau milieu C2 {milieu TO de CABOCHE 1980). En ce qui 

concerne les protoplastes de Manioc, ce milieu déclenche également 
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le bourgeonnement et si nous n'opérons pas de transfert à partir 

du 7e jour, divisions par clivage (60 % environ) commencent 

alors à se produire avec une intens maximale aux environs du 

20e jour. Beaucoup de cellules isolées restent sans évolution mal­

gré un grandissement important avec formation de travées cytoplas­

miques. 

Si après 6 jours de culture, nous remplaçons mi-

lieu initial C1 par le milieu C2 en conservant la même densité de 

culture, les divisions par clivage vont continuer à se développer 

et au 20e jour elles peuvent atteindre 80 %. 

4.3.2.1.1.3. Les milieux mis au point sur Kanioc 

- le milieu F 

Lorsque nous observons les protoplastes dans le mi­

lieu F après une nuit, ils apparaissent parfaitement sphériques 

avec leurs chloroplastes périphériques. Si aussitôt après leur en­

semencement, les protoplastes sont exposés à ~a lumière (2 200 lux), 

il se produit dans ce milieu, dès le second jour une prol ération 

caractéristique par bourgeonnement avec une absence presque totale 

de formation des parois. Beaucoup de cellules après s'être divi-

se séparent ; la plus grande partie cependant reste aggrégée 

formant ainsi des "pseudo colonies" puis des "pseudo cals". Les 

colonies et les cals formés par bourgeonnement sont conservés en 

parfait état, sans transfert des cellules dans un autre milieu, 

jusqu'à 30 jours, et deviennent macroscopiquement visibles à par­

tir du 10e jour de la culture. 

Ce milieu est incapable d'induire une formation pa­

riétale correcte et par conséquent incapable de favoriser une pro­

lifération par mitoses classiques. Les cals ainsi formés par bour­

geonnement des protoplastes n'ont pas manifesté de développement 
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après un transfert sur milieu gélo . Nous avons donc été conduits 

à rechercher un milieu favorable à la régénération des parois cel­

lulairesJcapable d'induire des mitoses classiques. 

Le milieu F ne renferme pas d'ion NH4+, or CABOCHE 

(1980) et MEYER (communication personnelle) insistent sur la né­

cessité d'une certaine quantité d'azote sous forme de NH4+ néces­

saire à la cellule pour la formation de ses parois. KAO et NAGATA 

(1974), CABOCHE (1980) préconisent l'utilisation des solutions peu 

concentrées en élément minéraux sur Tabac. Nous avons été donc 

amenés à préparer pour Manioc une solution dite milieu M afin 

d'essayer d'obtenir une division classique de cellules dans nos 

cultures. 

- le milieu M 

Dans le milieu M, les protoplastes présentent un 

grandissement cellulaire très important qui commence dès le 3e 

jour. Un bourgeonnement important est observé également. Les cel-

lules bourgeonnent, se arent t s souvent ou forment parfois 

des pseudo-colonies. Les colonies formées par bourgeonnement dans 

milieu M sont moins volumineuses que celles observées avec le 

milieu w06. Les nombreuses cellules libres viables restantes vont 

subir un accroissement ; elles possèdent de nom-

breuses travées cytoplasmiques. A partir du 10e jour, apparaît 

l'initiation des parois cellulaires et vers le 11e jour apparais­

sent les premières mitoses. Et/à partir du 21e jour, de véritables 

colonies et des cals microscopiques se formeront~ cals gue nous pouvons 

alors transférer directement sur un milieu gélosé. 

Ce milieu M nous a donné des résultats très repro­

ductibles en ce qui concerne les cultivars Malela1 et CB. Dans ce 

milieu, , les clivages se réalisent en masse, 

presque toujours entre le 12e et le 16e jour. Ce milieu M nous a 
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permis de conserver les cellules pendant plus de 4 semaines sans 

que leur capacité d'évolution en soit altérée, alors que des né­

croses apparaissaient après une semaine de culture dans le mi­

lieu w06 et après 3 semaines dans le milieu C1, si l'on n'opérait 

pas un transfert dans d'autres milieux liquides. 

Le milieu Ma le mérite non seulement d'induire une 

division par clivage de façon régulière, mais encore d'initier des 

colonies très homogènes au développement régulier ; ainsi, au 20e 

jour les colonies sont presque toutes de même taille ; elles mesu­

rent alors 0,2 mm de diamètre. 

4.3.2.1.1.4. Conclusion et discussion 

La mise au point d'un milieu de culture capable de 

déclancher la prolifération des protoplastes est la seconde étape 

à franchir après leur isolement. De nombreuses solutions ont été 

proposées pour le Tabac et souvent de composition totalement dif­

férentes. Ainsi, KAO et MYCHAYLUK, NA~~et TAKEBE, CABOCHE pro­

posent des solutions peu concentrées en éléments minéraux ~-ors 

que MEYER (1981) conseille pour les protoplastes de Tabac un sé­

jour d'environ 6 jours dans un milieu salin fortement ccncentré : 

le milieu w06. 

Après les déboires enregistrés avec le milieu CL de 

SHAHIN et SHEPARD (1980) milieu fortement concentré, nous avons 

porté nos choix sur les milieux w06, C1 et F1. Le développement 

peu satisfaisant des cellules dans ces milieux, nous a alors ame­

né à concevoir le milieu M : ce dernier fortement dilué, induit 

chez les protoplastes un comportement différent en favorisant 

l'apparition d'une prolifération naturelle par clivage. 
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4.3.2.1.2. Le rôle de la densité de culture 

4.3.2.1.2.1. Densité des cultures dans le milieu F 

Le milieu F ne déclenche que des proliférations par 

bourgeonnement, mais conduit à la formation de cellules viables~ 

Les figures N°61, 62, 63, 64 résument les observations réalisées avec 

milieu F . Leur examen montre que pour une culture exposée 

à la lumière dès l'ensemencement, le bourgeonnement apparaît dès 

le second jour. Au sixième jour environ, 70 % des cellules mises 

en culture ont bourgonné et au 10e jour presque toutes les cellu­

les de la culture ont bourgeonné. Quand la densité de culture est 

de 250 000 protoplastes par ml , des pseudo-colonies, puis des 

gros aggrégats se forment à partir du 10e jour (fig 61). 

Lorsque la densité de culture augmente pour 300 000 

protoplastes par ml , le bourgeonnement ralentit, et au 8e jour, 

nous ne comptons plus que 60 % des cellules en bourgeonnement. 

Certaines de ces cellules se sépareront après avoir bourgeonné 

(voir fig. n° 64). 

Une densité de culture plus faible de 81 000 proto­

plastes par ml induira, par contre, un bourgeonnement très rapi­

de qui dès le sixième jour de la culture a gagné près de 90 % des 

cellules. Les densités de culture inférieures à 80 000 protoplas­

tes par ml ont donné un rythme de bourgeonnement semblable à ce­

lui observé avec une densité élevée de 300 000 protoplastes par 

ml • Ce milieu F permet donc d'utiliser les densités de culture 

comprises entre 8.10 4 et 25.10
4 

protoplastes parml 

4.3.2.1.2.2. la densité dans le milieu w06 

Le milieu w06 a dans la majorité de nos expériences 

provoqué une mortalité importantedescellules. Pour des densités 

ib s, les cellules vivantes sont souvent présentes en quantité 
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d'ensemencement trop faible pour conditionner le milieu. Nous 

avons donc utilisé des densités de culture élevées de l'ordre de 
5 3.10 protoplastes par ml ; ce qui conduisait à la formation 

d'aggrégats cellulaires nombreux. 

4.3.2.1.2.3. Les densités de culture dans les milieux C1 

et M 

Les essais fectués sur les cultivars Malela1 et 

CB ont fourni les meilleurs résultats avec des densités comprises 
5 5 5 entre 2. 10 et 3, 5. 10 protoplastes par ml entre 2. 10 et 

3.10 5 pour le milieu C1 et entre 2,5.10 5 et 3,5.10 5 pour milieu 

M. Ces deux milieux admettent sensiblement les mêmes densités de 

cultures. Les histogrammes des figures 65 et 66 permettent de com­

parer l'évolution des protoplastes dans ces deux milieux recevant 

une même densité de culture. 

FIGURE N° 65 
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Bourgeonnement, clivages et cellules 

uniques dans les milieux Met C1, 11 jours après 

le mise en culture. 

densité de culture : 2,8.10 5 P/nul 
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'J. 
y.. 

~ = Division nar bourgeonn~~nt 

Ill = Division par clivage 

0 = Cellules unicrues 

Milieux de cul ture 
et nhénornène étudiés 

L'examen de ces deux figures permet de mieux 

comprendre l'évolution de protoplastes dans ces 2 milieux d'en­

semencement. Dans le milieu M, les cellules bourgeonnent.Au 7e 

jour de la culture, 87 % des cellules ont bourgeonné. Mais au 

même moment, nous observons des clivages (de l'ordre de 8 %) alors 

que le nombre de cellules uniques n'occupe seulement que 5 % de 

l'ensemble de la culture. Vers le 11e jour, les cellules filles 

bourgeonnées se dissocient et vont former plus de 70 % de cellu­

les isolées dans le milieu de culture. Le clivage sans évolution 
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reste faible par rapport à l'ensemb des cellules présentes dans 

milieu de culture {4,5 %) ; cependant, les colonies cellulaires 

déjà formées grandissent. C'est à partir du 11e jour que la forma­

tion des parois apparait pour l'ensemble des cellules (par un test 

de plasmolyse avec cristaux de NaCl). A partir du 15e jour, le 

déclanchement des clivages se manifestera sur l'ensemble des cel­

lules de la culture. 

Sur le milieu C1, le bourgeonnement est légèrement 

moins important et les clivages moins nombreux que ceux observés 

dans le milieu M au 7e jour. Par contre, la quantité des cellules 

uniques est beaucoup plus élevée dans ce milieu {17,6 %) alors 

que dans le milieu M, nous n'en avions que 4,4 %) . 

Lorsque nous effectuons un comptage au 11e jour, 

nous constatons sur ce milieu C1 que les cellules filles issues 

des bourgeonnements se sont très peu séparées ; le clivage est 

élevé {25 %) et s cellules uniques sont plus rares (de l'ordre 

de 5 %). Les cellules ont donc continué à se diviser par clivage 

sur ce milieu C1, pour former depuis le 7e jour des colonies non 

homogènes et/au 20e jour de la culture1 des colonies de toutes les 

dimensions. 

4.3.2.1.3. Essai de conservations de protoplastes aux basses 

températures avant leur ensemencement 

Des essais de conservation de protoplastes aux bas­

ses températures ont été mis en place. Après isolement, les proto­

plastes des cultivars Malela1 et CB sont conservés dans le milieux 

de culture Met C1 à 4°C à l'obscurité pendant 24 et 48heures. Les 

protoplastes une fois isolés ont été placés dans des boites de 

pétri fermées avec du scel-o-frais et gardées au frigidaire. Après 

24 H, nous avons sorti un lot que nous avons gardé 24 H à l'obscu­

rité à 25°C, puis exposé à 2 200 lux comme~~ culture normale. 



121. 

Après 48 H1 nous avons sorti le deuxième lot du frigidaire et nous 

l'avons exposé à 2 200 lux comme pour la culture normale. 

Nos observations nous ont montré une forte mortali­

té chez les protoplastes conservés sur le milieu C1. Le premier 

lot du milieu M évolue normalement 1 tandis qu'au niveau du second 

lot, une mortalité élevée nous a fait perdre environ 50% des cel­

lules. Les cellules survivantes au niveau du second lot sur milieu 

M sont activement entrées en division par clivage. Après 21 jours 1 

un transfert ultérieur sur gélose, permettait le développement des 

cals formés d'un diamètre d'environ 0 1 4 mm déjà macroscopiques. 

4.3.2.2. Les transferts 

La formation pariétale acquise dans le milieu C1 

n'est pas suffisante pour déclencher un départ massif des clivages 

chez les cellules, même si l'on remplace l'ancien milieu de cultu-

re par le milieu neuf. Il est donc nécessaire de changer la 

compositio~·: des milieux de culture. Lors des transferts dans le 

milieu C2, la paroi cellulaire continue à se fortifier# i: y a de 

plus en plus de divisions par clivage. Les nécroses observées dans 

ce milieu après 10 jours et le ralentissement du rythme des divi-

sions nous obligent à faire souvent 2 transferts. Générale-. 

ment 1 un séjou~ de plus de 8 jours dans le milieu C2 conduit à la 

formation de nécroses abondantes. Le premier transfert intervient 

après 6 jours, le second après 12 jours. A partir du second trans­

fert1 nous pouvons attendre jusqu'à 30 jours avant de repiquer les 

cals sur gelose. 
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Mise en 6vidence de la n6cessité des transferts 

lorsque le milieu de culture utilisé est le milieu 

C1 

Transferts opérés après (en jours) 
Observations 

2e Transf~rt 
Transfert sur 

le Transfert milieu gélosé 

0 0 18 Formation de colonies : 
40 %J se développent diffi-
cilement ensuite sur g6lo-

' se 

1 0 0 23 Formation de colonies . . 
80 % 6voluent difficilement 
sur gélose 

' 

6 1 4 21 cals macroscopiques 90 % 
50 % se développent norma-
leme nt sur g6lose 

6 1 4 45 100 % de colonies viables 

L'examen de ce tableau indique que pour obtenir la 

formation de cals viables capables d'évoluer sur milieu gélosé, 

2 transferts successifs sont au moins nécessaires après un ense­

mencement opéré sur le milieu C1. 
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et des colo-------------
nies obtenues au cours de leur évolution ----------------------------------------

4.3.3.1. La mortalité 

Dans le milieu liquide C1, une certaine quantité de 

protoplastes dépérit. Cette quantité, le plus souvent inférieure 

à 10 % au cours de nos expériences est surtout manifeste pour les 

protoplastes isolés de diamètre inférieur à 15 um. 

Les histogrammes réunis dans la figure N° 67 nous 

fournissent les taux de mortalité après 4 jours de culture pour 

protoplastes de 4 cultivars, isolés en solution saline de rin­

çage Kcl-MgS04 et cultivés ensuite sur le milieu d'ensemencement 

C1. Cependant, une mortalité bien plus faible dans les mêmes con­

ditions expérimenta s est observée dans les milieux F et M. 

FIGURE N° 67 
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4.3.2.2. Les aggrégats cellulaires 

Ce phénomène a été fréquemment observé surtout avec 

le milieu de culture w06 comme l'indique les histogrammes de la 

figure N° 68. 

FIGURE 68 
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4.3.3.3. Le grandissement cellulaire 

Il intervient souvent avant la division cellulaire. 

Il débute dès le 3e jour de l'ensemencement pour atteindre ses di­

mensions maximales le Se jour. Le protoplaste peut alors doubler 

de taille. Ce phénomène observable sur tous les milieux, est beau­

coup plus: accentué pour les milieux w06 et M (figure 49). 

4.3.3.4. Le bourgeonnement 

Le bourgeonnement est un phénomène rare chez les 

plantes supérieures. L'apparition de ce phénomène dans la culture 

des protoplastes a soulevé des controverses dans l'interpréation 



sur sa nature pathologique ou normale (. 

et TAKEBE 1970, 

DUTUIT 1981, MEYER 1981). 
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NAGATA 

Dans nos conditions de culture, le bourgeonnement 

a été soit la seule forme de prolifération observée (milieu F) 

(fig . 6 1 , 6 2 , 6 3 , 6 4 ) , soit une forme de prolifération associée (milieu Cl) 

ou précédant la prolifération par clivage (sur milieu M) (fig. 65, 

66, 68, 69). 

Nous avons observé deux comportements différents 

du bourgeonnement au sein de nos cultures : les cellules peuvent 

bourgeonner sans se séparer (sur les milieux F et w06, fig. 59) 

ou en ne se séparant que rarement (milieu C1, fig. 65, 66) ; ou 

les cellules bourgeonnent, puis se séparent totalement (milieu M) 

( f iq. 6 51 6 6) . 

Dans les milieux R06 et w06 (de MEYER 1981), la cel­

lule bourgeonnait 2 à 3 fois seulement. Dans le milieu F, le nom­

bre ~e divisions peut aller bien au delà. Les cel~ules ne se dis­

socient pas et créent de la sorte de véritables colonies microsco­

piques (fig. 71), puis macroscopiques (fig. 72 et 73). Ces struc­

tures ~ui ont parfois près d'un mm de diamètre au 15e jour de la 

culture , renferment des cellules parfaitement normales mais qui 

vont éclater, car elles ne possèdent pas de paroi pectique.lors­

qu'après un mois nous les repiquons sur gélose. 

Dans le milieu C1, les cellules bourgeonnent mais 

se séparent peu : seuls 9 % de cellules bourgeonnées se séparent. 

Le bourgeonnement observé dans ce milieu ne conduit donc pas à la 

formation d'importants amas cellulaires. Quand les conditions 

permettent toutes les cellules bourgeonnées peuvent subir des di­

visions régulières par un clivage Il'ême au sein des amas cellulaires 

constitués (fig. 75). 



Fig. 69 

Fig. 70 

Fig. 71 

Fig. 72 

Fig. 73 

70 

La formation des travées cytoplasmiques. 
(la barre= 10 microns). 

Cellule en fin de bourgeonnement sur le 
milieu Cl. (la barre= 10 microns). 

Cellules en voie de bourgeonnement sans 
séparation. (la barre= 10 microns). 

Cal microscopiques formé par bourgeonnement. 
(la barre= 20 microns). 

Cals macroscopiques obtenus avec le milieu F. 
(Echelle 6/5 ) . 



127. 

Dans le milieu M, le bourgeonnement intéresse au 

7e jour de la culture près de 88 % des cellules. Au 11e jour, 66 % 

de cellules bourgeonnées se sont séparées. La séparation des cel­

lules bourgeonnées conduit à l'augmentation inévitable du nombre 

de cellules uniques (fig. 65, 66) dans ce milieu où le clivage 

massif qui intervient après le 11e jour apparait 

le bourgeonnement. 

après 

Ces diverses observations indiquent clairement 

que le bourgeonnement ne constitue pas dans nos expériences un 

phénomène pathologique. Dans la plupart des travaux antérieurs, 

les auteurs signalent que les cellules bourgeonnent une ou deux 

fois, puis arrêtent leur prolifération. Dans nos isolements, le 

bourgeonnement peut aller jusqu'à la formation d'amas cellulaires 

macroscopiques de plus de 1 mm de diamètre composés 'de cellules 

parfaitement normales. 

Lorsque les cellules bourgeonnées se séparent,et/ 

en conditions faworables, ces dernières rentrent en clivage. Le 

phénomène de bourgeonnement se présente donc comme une alternati­

ve lorsque dans un milieu physiologique certaines conditions ne 

permettent pas la formation d'u~e paroi cellulaire. 

4.3.3.5. La prolifération par clivage (mitoses normales) . . . . . . . . . . . . . ................................ . 

Pour le Manioc, la disivion par clivage n'a été 

observée que dans les 2 milieux d'ensemencement C1 et M.Comme cel­

le observée et décrite par NAGATA et TAKEBE(1970k elle consiste 

en une division de la cellule mère en 2 cellules filles approxima­

tivement égales. Les cellules ne se séparent pas et forment des 

colonies. Dans le milieu C1 (fig. 74 et 75), ce phénomène se pro-

duit dès le Se jour mais, au 18e jour il atteint à 

cellules. Le rythme de divisions peut augmenter si 

daux transferts successifs dans le milieu C2, comme 

valeurs portées dans le tableau xv.I· 

peine 60 % des 

nous opérons 

l'indique~es 



75 

3 
4 

2 

Fig. 74 : Une division par clivage 

Fig. 75 - : Divisions cellulaires dans le milieu Cl. 
l Cellule unique 
2 Cellule en bourgeonnement 
3 Division par clivage 
4 = Division par clivage dans les groupes de 

Cellules issues des bourgeonnements. Les 
cellules sont à leur deuxième division 
(et plus) par clivages successifs. 
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TABLEAU N° XVI Pourcentage de divisions par clivage observées 

dans les milieux C1 et C2 avec le cultivar CB 

Milieux Pourcentage de division 

de cultures utilisés par clivage observable après 

(en jours de culture) 

7 11 12 1 4 1 5 1 6 18 20 22 

Ensemencement ( c 1 ) 5 27 - - 33 - 53 56 57 

1e transfert (C2) - - 18 45 - 73 77 79 

2e transfert (C2) - - - - - 54 90 93 94 

Le clivage dans les milieux C1 et C2 apparait donc 

comme un phénomène progressif du Se jour jusqu'au 20e jour. On 

peut rencontrer aussi au 20e jour une cellule qui en est encore 

à sa première division alors que beaucoup d'autres sont au stade 

de cals macroscopiques (fig. 75). Cependant, dans ces milieux, 

70 % de divisions peuvent être obtenues entre le 12e et le 18e jour, 

donc en six jours, 70 % des cellules se trouvent donc à peu près 

au même stade de développement. Les figures 76, 77, 78 et 79 nous 

permettent de mieux comprendre le rythme de division des proto­

plastes dans les milieux C1 et C2. 

La résultante de ces 3 graphiques nous donnera la 

courbe de la division cellulaire dans ces 2 milieux C1 et C2. 



uo. 

::....=.-!...::::::=~7-=6..:..·-..:..7.:::_3 Division de p•:-otorùastes nar clivaçre pandant la culture dans 
les milieux cl et c2 

Fig. 76: Ensemencement 
rrcentages 
clivages 
>ervés 

100 

60 

5 

4 6 

FIGURE N° 79 

Pourcentages
1 de clivage:: 

observés 1 

100 ~· 

1 

50 

2 

Pourcent:;.ges 
de clivages 

observés 

Fia. 77 

le transfert cliva0e 
Fia. 78 . e 

2 transfert 

12 14 J 6 'I'e..rrrns 
(J) 

6 12 16 
12 

18 Temps 18 7.2 

4 

(J) 

Courbe de division cellulaire dans les milieux C1 

et C2 (D = 2.10 5 - 3.10
5 p/ml) 

Courbe de division cellulaire 
dans les P1i1iel.L'< cl et c2 

transfert ( c2) 

le transfert--~ 

----- Hilieu d'ensemencement (C1 l 

6 12 l') 22 Temns (jours) 



131· 

Dans le milieu M, le clivage commence également très 

tôt. Au 7e jour de la culture, le nombre de divisions par clivage 

atteint déjà 8 %. Ce nombre n'évolue pratiquement pas jusqu'à 2 

semaines de culture. Au contraire, par le biais du bourgeonnement 

nous observons un nombre grandissant de cellules uniques dans le 

milieu, de telle sorte que les cellules en clivage ne réprésentent 

guère plus de 5 % du total. A partir du 15e jour nous observons 

que la totalité des cellules entrent en clivage. Nous obtenons 

alors environ 85 à 90 % de cellules au même stade de clivage et 

au 21e jour, des colonies nombreuses de même taille d'environ 0,3 

mm de diamètre. La figure suivante nous montre le rythme des di­

visions par clivage dans le milieu M, avec 2 densités d'ensemence­

ment. 
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Nous pouvons d'autre part, observer qu'avec une 

densité supérieure à 350 000 protoplastes par ml, les divisions 

par clivage sont plus tardives et moins homogènes. 

Lorsque nous considérons les figures 76, 77, 78, 79, 

80, nous pouvons en conclure que le clivage est fonction du milieu 

de culture, mais aussi de la densité de peuplement. La reconsti­

tution de la paroi cellulaire doit donc être également reliée à 

ces facteurs. 

4.3.3.6. L'aspect des cellules en culture 

4.3.3.6.1. Le regroupement des chloroplastes autour du noyau 

Au 3e jour de la culture, dans l'ensemble des milieux 

que nous avons utilisés, les chloroplastes se regroupent autour 

du noyau. Ceci est bien visible, lor3que la cellule commence à se 

vacualiser le noyau entraine à sa périphérie l'ensemble des chlo­

roplastes. 

4.3.3.6.2. Les travées cytoplasmiques 

Les travées cytoplasmiques sont des structures ob­

servables lorsque se produit le grandissement cellulaire. La 

cellule ne contient plus que de petites vacuoles. Nous observons 

alors à travers tout le cytoplasme des zones à cytoplasme plus 

refringeant. 

4.3.3.6.3. La reconstitution d'une nouvelle paroi 

La formation de la paroi cellulaire est un phénomè­

ne que beaucoup d'auteurs ont analysé (NAGATA et TAKEBE 1970, 1971, 

G~W et al 1972, MEYER et COOKE 1979, BLASCHEK 1981, MEYER 1981). 
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Dans ces différentes études, la formation plus ou moins complète 

de la paroi semble déclencher les processus de la division cellu­

laire par clivage. MEYER (1981) pense qu'il s'installe des inter­

actions entre paroi et plasmalemme. Ce qui, au niveau de la cul­

ture des protoplastes de T.abac dans le milieu w06, inhibe la di­

vision par bourgeonnement et enclenche la division par clivage 

dès la formation de la paroi observée dans ce milieu au 4e jour. 

Pour SHEPARD et al. (1981), les protoplastes de pom­

me de terre ne synthétisent leur paroi qu'après 2 semaines. Pour 

tous les auteurs qui ont travaillé sur Tabac, il ressort qu'à ce 

niveau la formation pariétale complète est observée dès le 3e 

jour de la culture. 

Dans nos expériences, sur le milieu F, les proto­

plastes ne forment jamais de paroi véritable. Nos observations 

réalisées sur les milieux C1 et M montrent que la formation parié­

tale peut être précoce chez le Manioc et commencer dès le 4e 

jour de la culture, pour se développer après 10 jours 

de culture. 

4.3.3. Les cals formés 

4.3.3.1. Le développement des cals sur milieu liquide 

Nous avons compté au 7e jour de la culture 5 % de 

cellules qui se divisent dans le milieu C1 et 8 % dans le milieu 

M. L'évolution différente que prennent les cellules dans ces mi­

lieux va influer sur le devenir de ces dernières. 

Lorsque nous sommes dans le milieu C1, la majorité 

des colonies formées jusqu'au 12e jour vont évoluer en cals ma­

croscopiques. Au 21e jour, ces cals peuvent mesurer dans le milieu 

liquide plus de 0,4 mm de diamètre. Nous constatons que ces cals 
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ont une tendance au dépérissement induit par le long seJour dans 

le milieu C2. Nous voyons dans les figures 76, 77, 78, 79 que 70 % 

des cals sont formés entre le 12e et le 18e jour. Les cals plus 

jeunes sont aptes à supporter le séjour dans le milieu C2 jusqu'au 

moment du transfert sur le milieu gélosé (tableau N° XVI) où ils 

vont proliférer activement. 

La situation dans le milieu M est légèrement dif­

férente. Les 8 % de divisions de départ vont continuer à évoluer 

en cals assez grands jusqu'au moment où tout l'ensemble de la po­

pulation cellulaire entre en clivage. Tous les cals formés vont 

continuer à évoluer dans le même milieu même après plus de 30 

jours de culture. 

FIGURE 82 
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Les histogrammes montrent que dans le milieu C1, en 
-1 dessous de 3 mg.l d'ANA, 20 % de cellules seulement se divisent 

au 12e jour ; elles sont presque toutes au stade de leur première 
-1 division. Avec 3mg.l , on notera 45 % de division dont 2 % déjà 

au niveau de la quatrième division. 

Dans les histogrammes portés dans la figure 83, l'évo­

lution des cellules issues des milieux contenant différentes quan­

tités d'ANA (C1A-B- et D) est différente après leur transfert. 
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Le meilleur taux de divisions et de .formations de 

cals est enregistré en présence de 3 mg.l- 1 d'ANA, dans le milieu 

d'ensemencement. 

Les phytohormones exogènes sont indispensables pour 

la prolifération cellulaire des protoplastes du Manioc. Dans 

l'étude du contrôle hormonal de la division mitotique, MEYER (1981) 

établit que la dépendance vis-à-vis de l'auxine et de la cytokini­

ne exogènes est absolue, que l'entrée en phaseS est non seulement 

dépendante des auxines, comme toute mitose chez les végétaux supé­

rieurs mais également des cytokinines.Dans nos expériences, la 

quantité d'auxine nécessaire à une meilleure induction des mitoses 

varie en fonction de la composition du milieu de culture. 

4.3.3.7.2. Le développement des cals sur gélose 

Le transfert des cals sur gélose a été une étape 

délicate à franchir. Quand les cals formés dans le milieu liquide 

mesurent déjà 0,4 mm de diamèt~e, le transfert a été relativement 

facile. Avec des cals de 0,2 mn,, nous avons résolu le problème en 

éliminant le choc de contact avec la gélose par la présence d'une 

fine pellicule de milieu liquide sur la surface gélosée. 

Nous avons essayé d'incorporer dans des blocs de 

gélose les cals de faible dimensions obtenus en milieu liquide. 

Quel que soit le stade d'évolution du protoplaste dans le milieu 

F, son incorporation dans la gélose n'a pas stimulé la formation 

de la paroi. Ces mêmes résultats ont été par ailleurs observés 

sur les protoplastes issus des milieux M, C1 et w06. A l'intérieur 

de la gélose, les cellules poursuivent leurs divisions par bour­

geonnement une ou deux fois, puis s'arrêtent. 

Le transfert individuel est possible pour les cals 

les plus volumineux qui peuvent facilement être manipulés avec 

des pinces brucelles. Nous les repiquons un à un sur le milieu 

gélosé. Pour les cals de petite dimension, le transfert a été réa­

lisé à la pipette. 
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Détail des colonies au moment du transfert 
sur gélose (milieu M). (la barre= 0,1 rn~ .. ). 

Développement des colonies sur milieu gélosé. 
(la barre= 0,2 mm). 

Cals sur milieu gélosé après 2 semaines. 
(la barre 4 mm). 

Cal après 3 semaines sur milieu gélosé. 
(Echelle 8/3). 

Développement des cals après un mo1s sur milieu 
gélosé. (Echelle 4/3). 
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Le développement ultérieur des cals transférés sur 

gélose a été normal. Ces cals deviennent verts à partir du 15e 

jour. Ils sont de texture semi friable et sont apparentés à ceux 

obtenus à partir d'explants de cotylédons et de jeunes feuilles 

(photo 63). 

4.3.4. ÇQ~S!~ê!2~-ê~~-1~~ê2l~~~~E-~E-l~-9~~~!2EE~~~~E-9~ê-E~2-

E2EleêE~ê 

De cette étude des protoplastes de Manioc nous pou­

vons dégager les traits essentiels : 

- il est possible d'isoler des protoplantes viables 

de Manioc à partir de n'importe quel type de matériel sain, qu'il 

soit obtenu de serre ou de culture in vitro. La quantité de pro­

toplastes isolés par gramme de limbe passe de 20.10 6 
à 60.10 6 

lorsque nous pratiquons 2 macérations successives. Cette facilité 

à produire les protoplastes permet un isolement à partir de 2 ou 

3 plantes contenues dans les tubes à essai, agées de 25 jours, 

soit environ 0,1 gramme de lir.b= pour l'obtentionde 2.10
6
à 6.60

6 

protoplastes 

- Les protoplastes de Manioc sont capables de sur­

vivre plus de 30 jours dans le milieu de culture même sans leur 

paroi cellulaire. Leur prolifération se réalisera alors par bour­

geonnement. Ces cellules issues des bourgeonnements peuvent se sé­

parer, ce qui augmentera le nombre de cellules libres dans le mi­

lieu de culture ou s'associer en évoluant en véritable pseudo-cals 

de plus de 1 mm de diamètre. Le manque de formation de paroi com­

plète rend ces structures non viables car elles éclateront au 

cours de leur transfert sur le milieu gélosé ; 
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- Les cellules filles bourgeonnées, séparées ou 

associées peuvent, quand les conditions de culture le leur per­

mettent, à un moment quelconque, reconstruire leur paroi et se 

cliver avec formation de la lamelle moyenne entre les deux cellu­

les filles. C'est le mode classique de la division mitotique chez 

les végétaux supérieurs ; 

- La formation de la paroi nécessite la présence 

d'ammonium comme l'a souligné MEYER (1981). Nos cultures sans 

ammonium n'ont pas permis de développer une paroi rigide. A 500 
-1 mg.l de NH4N03 nous n'avons pas eu de réponse positive à la for-

mation pariétale. Par contre, les teneurs en NH4N03 de 800 mg.l~ 
ont permis l'induction d'une paroi cellulaire sur toutes les cel­

lules sur le milieu M ; 

- Les phytohormones exogènes influencent cette ré­

génération des parois cellulaires. L'absence d'ANA n'a permis 

aucun développement, ni chez les protoplastes is0lés des feuilles 

adultes, ni chez ceux isolés des feuilles jeunes. 

-1 
Des quantités faibles de l'ordre de 1 à 2 mg.l 

d'ANA n'ont induit que le bourgeonnement. Le clivage nécessite 

des quantités d'auxines plus élevées de l'ordre Je 3 à 4 mg.l- 1 

, concentrations plus élevées que celles nécessaires au 

développement in vitro d'une colonie tissulaire de la même espè­

ce, comme le remarquaient dans des travaux antérieurs CHUPEAU et 

BOURGIN (198~). 

Selon le type d'explant mis en culture, la multi­

plication des protoplastes du Manioc en présence de faibles teneurs 

en auxine (ANA= 1 à 2 mg.l- 1 ) s'effectuera uniquement par bour­

geonnement sans reformation de la paroi. Lorsque nous avons des 

quantités suffisantes d'ANA et que les conditions générales de la 

culture sont favorables, la synthèse de la paroi intervient et la 



141. 

prolifération se réalise par des mitoses avec formation de paroi 

c'est le clivage. 

L'obtention de colonies viables à partir des proto­

plastes du Manioc, nous permet donc d'envisager les possibilités 

de sélection des clônes cellulaires à partir de divers cultivars 

de Manioc avec l'espoir d'obtenir des hybrides somatiques en 

choisissant l'un des parents parmi des cultivars résistants à la 

bactériose. 



4.4. ESSAI D'APPLICATION DES PROTOPLASTES A L'ETUDE 

DES VARIABILITES GENETIQUES 
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Les résultats obtenus dans le chapître précédent 

dégagent 3 caractéristiques essentielles. Nous notons en effet 

- Une abondance, une homogénéité et une propreté 

des isolements 

- une reproductibilité des phénomènes observés à 

travers les nombreux essais effectués ; 

-une évolution favorable des cultures jusqu'à 

l'obtention de cals à croissance indéfinie, après s transferts 

sur milieux gélosés. Une situation génétique cré au sein d'une 

population de protoplastes en culture peut alors être maintenue 

et contrôlée à travers la culture. Aussi, nous était-il possible 

d'entreprendre un criblage de protoplastes vis-à-vis de la to-

xine bactér ie::::1e: la :ncuuhoc.ine. afin d'en observer ensuite les 

effets génétiques éventuels induits. 

4.4.1.1. Les protoplastes utilisés 

Les protoplastes isolés à partir de variétés sen-

sibles à la bactériose ont donc choisis pour ces expérimen-

tations. Il s'agit de protoplastes fraichement isolés cultivés 

dans le milieu enrichi en :nan~hoe~ne_ • Les protoplastes affectés 

à ce type d'expérience doivent donc être d'une qualité parfaite~ 

de façon que la mortalité 1 à notre technique d'isolement 

soit réduite. La première macération de certains isolements peut 

offrir des protoplastes de bonne qualité, mais lorsque celle-ci 

révèle beaucoup de débris cellulaires ou des protoplastes de di-



143. 

mensions faibles, nous utiliserons alors les protoplastes issus 

d'une seconde macération, qui nous l'avons vu, sont en général 

toujours de bonne qualité. 

4. 4. 1 . 2. La man~ ho c.~ne.. 

La toxine bactérienne un extrait de~an~hoc.~ne 

utili pour ces recherches a été en avril 1982 à partir 

des plages de flétrissement foliaires des feuilles du cultivar 

NGAMFOUO attaqué par la bactériose en mars 1981. Cet extrait a 

été soumis à de nombreux tests de toxicité décri~précédemment 

dans l'étude sur la toxine. Les résultats obtenus au niveau des 

tests foliaires, nous permettent de considérer que cet extrait 

suffisamment toxique et représentatif de l'effet toxique du flé­

trissement bactérien peut par conséquent servir à la confection 

d'un milieu sélectif choix. 

L'étude d'un tel milieu demande à être menée avec 

des concentrations physiologiques afin d'être plus proche des 

effects observés dans la nature. Pour cette raison, s tests 

effectués sur les protoplastes, contrairement à ceux appliqués 

aux lobes foliaires, nécessitent une dilution de la man~hoc.~ne. 

Notre préparation d'extrait de man~ ho c.~ne a été isée en 

concentrant dix fois le volume initial. Ce concentré a été con­

servé au congélateur afin de pouvoir l'utiliser au moment voulu. 

Le pH du milieu sélectif est ajusté à 5,6 avec une solution nor-

male d'HCL. Le milieu est stéril par filtration à travers un 

filtre millipore de porosité 0,45 ~. 

4.4.1.3. Le milieu de culture 

Le milieu de culture de base choisi pour ce type 

d'expérience est milieu C1. Nous l'avons choisi tout simple-

ment parce que nous avons voulu imposer dans les essais avec 
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manihoc~~e un rythme de changement de milieu qui correspond à 

celui respecté au moment où nous faisons une culture normale 

dans le milieu C1 . 

4.4.1 .4. Etude de la tolérance des protoplastes vis-à-vis de 

la maniho u~e 

L'emploi correct de la ma~~11oc~~e. dans nos essais 

implique une connaissance préalable d'un seuil de tolérance. 

Le tableau suivant donne la mortalité induite par la ma~~hoc~~e 

dans le milieu C1 sur le cultivar CB en fonction des différen­

tes teneurs en ma~~ho c~~e de ce milieu de base. 

TABLEAU N° XVII Mortalité observée en présence de la maniho­

cine après 1, 2 et 4 jours. Les concentrations 

indiquées sont données en volume de ma~~hoc~~e 

par volume total du milieu. 

Nanbre de Pourcentages de mortalité observés sur milieu renferrrant 
jours après diverses teneurs en manihou~e 
l'ensemence-
ment 

1 1 VOL /vol 1/2 VOL/ ,1! 1/5 VOI;voJ 1/10 VOL/vol vo_. 

1 100 100 95 75 

2 - - 100 82 

4 - - - 85 
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L'examen de ce tableau indique que la concentration 

en ma.n,.,Lhou11e. supportable par les protoplastes est celle qui cor­

respond à la dilution 10- 1 de la manihocine dans le milieu de 

culture C1. Au 4e jour de la culture environ, 15% de cellules 

restent vivantes. La figure N°89 nous montre la différence de mor-

ta li té entre le témoin milieu C 1 sans tna.vU_houl1e. et le milieu C1 

avec ma.n,.,Lhou11e. • Elle nous montre que la mortalité courante indui-

te par notre technique d'isolement est de 9 %, alors que la mor­

talité relevée dans le milieu MT est de 83 %. Si nous considérons 

que 9 % de la mortalité nroviennent de nos techniques de cultu­

re, nous enregistrons donc une mortalité propre à la ma.n,{.lioune. 

d'environ 75 %. 

FIGURE No 89 Mortalité observée en milieu témoin C1 est sur mi-

lieu MT enrichi en ma.n,.,Lhou11e. 1/10. Les observations 
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Nous avons ensuite comparé les effets toxiques de 

la ma.VLiho c.iVLe vis-à-vis de nos 4 cul ti vars. 

TABLEAU N° XVIII 

Milieux 

utilisés 

Milieu de 
base C1 

Mi lieur enri-
chi en Toxine 
MT 

Malela1, CB, MA255 et Glaziovii 

Dilution de ma.rûhocA.Jw. 1 0- 1 

(pourcentages de cellules mortes (CM) et des 

cellules vivantes (CV)) 

Male la 1 CB MA 255 Glaziovii 

CM cv CM cv CM cv CM cv 

14, 2 85,8 9 91 8,9 91 , 1 11 , 4 88,6 

98,5 1 , 5 83 17 81,5 18,5 86,6 13,4 

A la dilution de 10- 1 , la concentration trop forte 

est nocive pour les protoplastes de tous nos cultivars, en parti­

culier, elle n'établit pas de dif renees au niveau des taux de 

mortalité entre les cultivars sensibles et sistants à la bacté-

riose. Si nous voulons disposer d'un témoin cultivar résistant à 

la maVLihoc.iVLe dans nos expériences, nous devons sans doute dimi­

nuer la concentration de la toxine dans le milieu de culture. Nous 

sommes amenés ainsi à essayer la dilution de 1/15. 

Avec une dilution au 1/15, nous constatons alors 

une différence significative entre les cultivars résistants et les 

cultivars sensibles comme l'indiquent les résultats consignés dans 

le tableau XIX. 
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TABLEAU N° XIX Comparaison de mortalité entre le cultivar CB 

et le cultivar Glaziovii avec la dilution 1/15 

de mani.hoc:;_ne.. (pourcentage des cellules mortes 

(CM) ou vivantes (CV)) 

CB Glazovii 

Milieux utilisés 

CM cv CM cv 

Milieu de base C1 9,5 90,4 6,6 93,4 

Milieu avec mahocine MT 79,5 20, 32 68 

Cette dilution, à 1/15 volume de manihoc.ine.,ne laisse 

que 20 % de cellules encore vivantes chez le cultivar sensible C~, 

alors que nous en obtenons 68 % chez le cultivar résistant glazio­

vii, différences visualisées dans les histogrammes de la figure 

90. 

Ces expériences montrent que si la dilution 10- 1 de 

manihoc.ine~qui correspond à la concentration de manihoc..{ne. exis­

tant dans le filtrat de culture, ne permettait pas d'établir de 

différences si~nificatives entre les différents cultivars, par 

contre la dilution à 1/15 met en évidence des différences de sen­

sibilité vis à vis de la manihoc.ine entre les 2 cultivars, l'un 

sensible à la bactériose (CB), l'autre résistant (Glaziovii). Cette 

dilution au 1/15 a donc été retenue par la suite. La cultivar 

Glaziovii peut donc à ce niveau être considéré comme un cultivar 

résistant à la manihoc.ine utile pour nos futures expérimentations. 
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Les différences de réponses vis à vis de la toxine 

de 2 cultivars : l'un résistant (Glaziovii), l'autre 

sensible (CB). 
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4.4.1.5. La culture des protoplastes sur milieux renfermant la ..................................................... 
ma.n.ihoc.ine. 

4.4.1.5.1. Les ensemencements 

Le pH du milieu C1 auquel nous ajoutons de la maniho­

cine est ajusté à 5,6 à l'aide d'HCL (N). Nous incorporons les 

protoplastes isolés et rincés de la même façon que pour les cultu-
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res normales (de la souche CB sensible) avec les mêmes densités 

de culture. 

Un milieu de culture sans manihocin~ constitue le 

témoin dit milieu de base. Quand cela est nécessaire, un autre 

témoin, le témoin Glaziovii ou témoin résistant à la manihocin~ 

peut être ajouté à ce schéma expérimental. 

4.4.1 .5.2. Les phénomènes observés 

4.4.1.5.2.1. L'aspect des protoplastes morts 

Nous avons décrit ce phénomène plus haut dans les 

cultures normales où elle apparaît sur cette souche CB générale­

ment inférieure à 10 %. Le tableau XIXnous a indiqué que la mor­

talité totale observée dans le milieu MT est de l'ordre de 80 %. 

Or l'aspect des protoplastes morts est très divers sur ce milieu 

MT. Nous l'avons regroupé en 3 catégories. 

Une 1ere catégorie est constituée de protoplastes 

morts plus ou moins crispés, sans grandissement cellulaire. Cet­

te catégorie intéresse surtout les protoplastes égaux ou infé­

rieurs à 10 ~rn de diamètre. 

Comme ceux observables lors des mortalités enregis­

trées en culture sur milieu de base, le 2e aspect est marqué par 

la présence d'une énorme vacuole dans le protoplaste qui est sur 

le point d'éclater. 

Dans le Je, et lorsque l'attaque de manihocine est 

violente , le protoplaste éclate pour former une bouillie dans le 

milieu de culture. Cette situation se rencontre généralement, 

lorsque nous réalisons des dilutions de manihocin~ de 1/10 (V/V). 
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En ce qui concerne les protoplastes restés en vie 

sur le milieu renfermant la toxine, le bourgeonnement est la 

première forme de division qui apparaît sur ce milieu MT, mais 

il n'est pas continu comme dans la culture sans ma~ho~ne . les 

cellules se divisent une ou deux fois et s'arrêtent, ce qui con­

duit à la formation des arnas de 2 à 4 cellules. Ainsi, nous 

n'avons pas observé de volumineux arnas cellulaires dans le mi­

lieu MT. Nous remarquerons par contre, la présence de mini proto­

plastes. 

4.4.1 .5.2.2. La formation des rniniprotoplastes 

Après que les protoplastes aient bourgeonné une ou 

deux fois nous avons commencé à observer la formation de mil'u:_­

p~otopfa~te~. Beaucoup de cellules uniques n'ayant pas bourgeon-

né ont formé de rniniprotoplastes d'autres ont éjecté une par-

tie de leur cytoplasme. Dans nos cultures, la formation de rnini­

protoplastes n'a été rencontrée que dans le milieu MT. De même, 

l'ejection du cytoplasme, qui semble représenter plutôt une réac­

tion aux effects dépressifs du milieu toxique, n'a pas été obser­

vé en culture normale. La formation de rniniprotoplastes est dûe 

à des bourgeonnements à partir d'un prot9plaste normal qui for­

ment une chaîne de petits protoplastes dont le nombre peut varier 

de 1 à 4. Ces rninipro~oplastes mesurent environ 3 à 5 ~rn de dia­

mètre. Dans nos cultures, nous n'avons pas noté d'évolution pour 

ces rniniprotoplastes. 

4.4.1.5.2.3. La division par clivage 

Nous avons observé la division par clivage 1 à 2 

jours après l'apparition des divisions dans le milieu normal. 

Le pourcentage de divisions est légèrement inférieur comme le 

montre la figure N° 91. 
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L'apparition des divisions par clivage dans les 

milieux C1 et MT 12 jours après ensemencement 
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Pour le milieu MT, le bourgeonnement regroupe éga­

lement la formation des miniprotoplastes. Ces observations sont 

faites 6 jours après le tran ert pour les témoins sur le milieu 

C2. En ce qui concerne les protoplastes isolés sur milieu MT, 

leur transfert a été réalisé sur un milieu C2 contenant de la 

ma~hocine diluée à 1/20 (V/V). Le clivage apparaît donc dans le 

milieu MT avec un taux (8 %) non négligeable. Notons cependant
1 
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avec la présence de ces quelques protoplastes, ::livés l' irrq:XJrtance des 

bourgeonnements, la formation de miniprotoplastes et la faible 

quantité de cellules uniques. 

Mais les protoplastes en divisions par clivage ap­

parues dans le milieu MT évoluent normalement en formant des co­

lonies puis des cals capables d'être par la suite cultivés sur 

un milieu gélosé. 

4.4.1.6. Conclusion 

Lorsque les protoplastes du cultivar CB, cultivar 

sensible à la bactériose sont placés dans un milieu de culture 

contenant 1 volume de marU.h.oc.iVl.e pour 15 volumes de milie~ de 

culture, environ 20 % de protoplastes restent vivants. Quand, 

après une semaine nous changeons la dilution 1/15 (V/V) par la 

dilution 1/20 les cellules continuent à viv:::::-2 comme dans un mi-

lieu sans marU.h.ouVl.e et peuvent se diviser par clivage. Ces di-

vi3~Jns, de l'ordre de 14 % au 19e jour de la culture, nous four­

niront 8 % de cals viables capables de supporter un transfert 

ultérieur sur gélose. 

Ces résultats nous montrent qu'un criblage vis à 

vis des effects toxiques de la man.ih.ouVl.e est possible à réali­

ser au sein d'une population de protoplastes. 

Nous savons que les cellules du mesophylle de Ma­

nioc sont d'un type unique issu d'un tissu homogène ; le fait 

que sous la pression de la marU.h.oc.iVl.e un cinquième des protoplas­

tes peut rester en vie permet de penser que, si les cellules du 

cul ti var CB n'ont pas été tuées par la pression de marU.h.ouVl.e 

1/15, c'est parce qu'elles se comportent comme les cellules de 

Glaziovii (68 %) sous cette même pression de man.ih.ouVl.e • Or nous 
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savons que le cultivar glaziovii n'est pas attaqué par la bacté­

riose, et, dans nos expériences de bioessais/le lobe du cultivar 

glaziovii n'a pas été affecté par le flétrissement induit par la 

ma~hocine sur CB. A1ors, les 20 % de protoplastes survivants 

constituent-ils une catégorie privilégiée des cellules de la va­

~iété, prédisposée à résister à la ma~hocine ? ou,ces 20 % de 

protoplastes survivants ont-ils été modifiés en présence de la 

toxine pour résister aux attaques de manihocine ? 

Dans les deux cas nous sommes en présence d'une va­

riabilité qu'il sera important d'étudier ultérieurement. 

Nous avons essayé quelques solutions renfermant du 

polyéthylène glycol {PEG) susceptibles d'être utilisées en vue 

d'obtenir la fusion complète des protoplastes. 

4.4.2.1. Les solutions d'hybridation 

La solution de PEG essayée renferme les éléments 

minéraux mentionnés au paragraohe 3144 et le PEG 1540. Trois te­

neurs en PEG ont été employées : 

PEG1 = 10 grammes par 50 ml 

PEG2 = 10 grammes par 20 ml 

PEG3 15 grammes par 20 ml 

Le rinçage des protoplastes est effectué après 2, 

4, 5, 7 et 10 minutes. Les observations réalisées au cours de 

cet essai sont consignées dans le tableau XX. 



TABLEAU N° XX 

Les temps 
d'action 
en mn 

2 

4 

5 

7 

1 0 
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action du PEG 1540 à 10g/50 ml, 10gr/20 ml et 

15gr/20 ml sur les protoplastes de manioc 

phénomènes observés en présence de diverses 
concentrations en PEG 

exprimées en gr par ml de solution 

10/50 

contact entre 
les cellules 

" 

début de fu-
sion 

fusions non 
terminées 

" 

1 

10/20 

uniquement 
contact entre 
les cellules 

groupements 
cellulaires 
nombreux 

fusion non 
parfaite 

fusions non 
terminées 

nombre faible 
de fusions 

15/20 

uniquement 
contact entre 
les cellules 

agglomérat 
cellulaire avec 
beaucoup de 
mortalité 

quelques fu-
sions mais en-
semble non 
sphérique 

beaucoup d'ag-
glomérats 

pas de fusions 
véritables 

Ce tableau nous indique que la quantité 10 grammes 

de PEG 1540 est trop faible pour favoriser les fusions de proto­

plastes même après 10 minutes d'incubation. La solution à 15 gram­

mes de PEG pour 20 ml parait trop forte et les agglo~érats cel­

lulaires constitués ont tendance à éclater par la suite. La solu­

tion à 10 grammes de PEG pour 20 ml semble par contre convenir. 

Avec cette dernière solution, nous avons quelques fusions déjà 

après 10 minutes d'incubation. 
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4.4.2.2. Les temps d'action du PEG 

Dans le but de déterminer meilleur temps d'action 

du PEG avec cette solution à 10 grammes pour 20 ml, nous avons 

augmenté la durée d'observation en présence du PEG. 

Nos différentes observations sont consignées dans 

tableau XXI. 

TABLEAU XXI 

Temps 
en minutes 

20 

30 * 

40 * 

action du PEG 1540 sur s protoplastes de manioc 

avec des temps d'incubation variés 

1 

Cellules 
1 s 

64 

76 

81 

Les phénomènes observés 

2 cellules cellules 
en contact agglomérées 

8 19 

8 5 

7 4 

Fusions i 
véritables 1 

9 

1 1 

8 

x beaucoup cellules agglomérées n'ont pu être comptabilisées. 

Après 20 minutes de contact, nous avons environ 19 % de 

cellules agglomérées. Au fur et à mesure que la durée d'exposition 

augmente, beaucoup de cellules des agglomérats éclatent et ne sont 

plus comptabilisables ; le nombre de cellules libres dans le milieu 

par rapport au nombre de fusions observées s'accroit. Pour cette 

teneur en PEG, le meilleur temps d'exposition est compris entre 

20 minutes et 40 minutes avec formation d'environ 10 % de fusion. 
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par rapport aux cellules libres et agglomérats. Les observations 

que nous avons enregistrées, ont été réalisées au moment de la 

manipulation, lorsque les fusions s'opéraient sous le microscope. 

Une fois l'opération de fusion achevée, les cellules parfaitement 

fusionnées ne se distinguent plus des autres, sauf dans le cas 

où la fusion s'est réalisée entre deux volumineuses cellules ou 

entre une cellule issue des nervures, donc sans beaucoup de chlo­

roplastes, et une cellule du mésophylle. Si on veut suivre plus 

avant les fusions, il importe d'opérer un marquage de l'une des 

espèces utilisées. 

4.4.2.3. L'évolution des divisions dans le milieu à PEG 

Le comportement des cellules dans le milieu à PEG 

est identique à celui observé dans le milieu C1 normal. Dans le 

milieu renfermant le PEG, les cellules bourgeonnent une ou deux 

fois et ne constituent pas de gros aggregats. Les divisions par 

clivage commencent dès le septième jour. Cependant, au seizième 

jour de la culture, nous n'avons que 10 % de division par cliva­

ge, que ce soit pour les cellules rincées après 20 minutes d'in­

cubation ou pour celles rincées après 30 minutes ; et ce taux 

de divisions par clivage n'évolue pas beaucoup pendant tout l_e 

reste de la culture. Mais,les divisions observées peuvent pour­

suivre leur évolution jusqu'à la formation des cals macroscopi­

ques capables de supporter un transfert ultérieur sur gélose. 

4.4.2.4. Conclusion 

Ces essais préliminaires sur la fusion des proto­

plastes montrent que l'hybridation somatique au niveau du manioc 

est réalisable. Il convient cependant d'améliorer le taux de fu­

sion afin de rendre l'opération rentable. il est nécessaire de 
pouvoir marquer l'une des deux espèces à fusionner afin de per-

mettre un contrôle du phénomène et de pouvoir sélectionner les 

celllules hybrides formées. 
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V - CONCLUSION GENENALE 
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Nous pouvons à la fin de ce mémoire, tirer les 

conclusions générales suivantes : 

- Le bouturage in vitro du manioc est facilement 

réalisable sur un grand nombre de cultivars, parmi lesquels les 

cultivars de l'espèce agricole ( Manihot E~culenta G~an~zl à ceux 

de l'espèce sauvage qanihot Glaziovii et leurs hybrides. 

L'utilisation judicieuse des phytohormones a per­

mis la mise au point d'une technique de multiplication rapide. 

On peut sans éliminer l'apex principal, lever l'inhibition des 

bourgeons axillaires d'une pousse obtenue en bouturage in vitro. 

Cette méthode permet l'obtention d'au moins 5 plantes par bou­

ture en 25 jours lorsqu'on part d'une bouture issue de serre, 

et d'au moins 3 plantes pour des boutures issues des plantes 

cultivées in vitro. Cette technique est applicable à la multi­

plication industrielle du manioc. 

2 - L'obtention in vitro de cals a montré que, 

lorsque nous partons d'organes juvéniles comme le cotylédon et 

l'apex caulinaire, les potentialités organogènes du Manioc 

s'expriment par une caulogénèse abondante. Nous observons la 

formation de pousses au niveau des cals cotylédonnai-

res et des cals formés lors du développement in vitro des méris­

tèmes caulinaires. Avec le cotylédon, nous avons obtenu en moins 

de 25 jours de nombreuses plantes entières. Il est possible avec 

un seul méristème apical mis en culture in vitro, d'obtenir une 

cinquantaine de plantes en 35 jours. Il semble que chez le mé­

ristème apical, les cellules actives du d~me peuvent sous 

l'effet des phytohormones et de l'éclairement, initier un pro­

gramme caulogène. Le développement des nodules méristématiques 

tormés est totalement dépendant du rapport de phytohormones/ 

exogènes BAP/ANA. Ce rapport qui, dans nos travaux est de 1/2 

permet selon les conditions d'éclairement, soit l'initiation 

des bourgeons, soit leur développement en pousses feuillées. 
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3 -La bactérie, Xa~thomo~a~ ma~~hot~~, induit le 

flétrissement des feuilles sur les culivars sensib]-es par l' intermé­

diaire d'une toxine, la ma~~ho c.~~e~ Cette VtJa~~ho c.~~e. peut être 

obtenue avec le filtrat de culture du parasite multiplié dans 

un milieu renfermant de l'Hydhoxye.thylc.e.llulo~e. (H~C) comme 

source de carbone. Les résultats obtenus au niveau de différents 

essais ont montré que la toxicité du filtrat de culture indui­

sait également un flétrissement au niveau du lobe de manioc 

et,ce flétrissement observé est semblable à celui rencontré 

lors des attaques naturelles de Xa~thomo~a~ ma~~hot~~ en champs. 

Le composé isolé à la suite de nos techniques de 

purification induit le même symptôme de flétrissement au niveau 

du lobe foliaire. Le procédé de purification basé sur la préci­

pitation des polysaccharides par l'éthanol per­

met de penser que la ma~~hôc.~~e. est de nature polysaccharidi­

que. Le niveau de purification atteint, autorise l'utilisation 

de la ma~~hoc.~~e. pour l'élaboration de milieux sélectifs pour 

la culture des protoplastes. 

Le criblage des cultiva~s effectué au moyen de la 

ma~~hoc.~~e. a montré que les cultiv~rs sensibles à la bactériose 

présentent les symptômes de =létri~~~ment contrairement au cul­

tivar de Ma~~hot glaz~ov~~' espèce résistante. La ma~~hoc.~~e. 

ainsi préparée peut donc servir dans un test de criblage des 

variétés de manioc vis à vis de la bactériose. 

4 -L'isolement de protoplastes viables de manioc 

se réalise aisément. La production de protoplastes viables peut 

fournir plus de 20 millions de protoplastes par gramme de lim­

be lorsque nous pratiquons 2 macéràtions successives. Dans nos 

conditions de culture, deux phénomènes importants au niveau 

cellulaire ont été observés : la prolifération par bourgeonne­

ment et la division par clivage. 
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4.1. LA PROLIFERATION PAR BOURGEONNEMENT 

Le bourgeonnement qui ne représente pas un phéno­

mène pathologique, est chez les protoplastes deManioc une di­

vision de la cellule avec partage du cytoplasme 

par constriction au niveau de la zone médiane. Ceci entraîne 

dans le milieu de culture deux conséquences : une augmentation 

du nombre de cellules libres quand les cellules filles bour­

geonnées se séparent ; une formation de véritables colonies de 

cellules agglomérées quand les cellules filles bourgeonnées 

restent associées. 

Les cellules qui se divisent par bourgeonnement 

sont celles qui ne reforment pas de paroi pecto-cellulosique. 

Certaines cellules qui se sont divisées initialement par bour­

geonnement peuvent à un certain moment, quand les conditions 

de culture le permettent, reformer totalement leur paroi et en­

trer alors en division par clivaqequi est la division habituel­

le observée chez la cellule végétale chez les plantes supérieu­

res. La nature de la division par bourgeonnement implique que 

les cellules filles bourgeonnées n'ont pas nécessair~t la mê­

me quantité d'organites intracellulaires, cela peut être un 

facteur de variation au sein de la population des colonies nou­

vellement formées par clivage. 

4.2. LA DIVISION PAR CLIVAGE 

Tout au long de notre étude, nous avons vu que 

l'apparition du clivage est lié à la formation de la paroi des 

cellules. 

Chez le Manioc, cette formation pariétale est pré­

coce. Elle commence dès le cinquième jour. 

La formation pariétale est un phénomène dépendant 

de la composition des milieux et en particulier de leur concen-
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trations en auxines exogènes. La régénération des parois cellu­

laires semble exiger des conditions précises telles que la pré­

sence d'ions NH4+ (800 mg.l- 1 de NH4N03 environ), une solution 

minérale fortement diluée, renfermant des teneurs en auxines 

élevées (3 à 4 mg.l- 1 d'ANA). 

D'une manière générale, c'est le milieu M le moins 

concentré en éléments minéraux qui a initié la division par 

clivage d'une façon la plus régulière et la plus homogène. Les 

divisions initiées dans ce milieu conduisent: à la formation des 

cals à developpement régulier qui, dès le début de la 4e semai­

ne de culture, peuvent être tranférés sur milieu gélosé. 

La formation des colonies, puis des cals à crois­

sance indéfinje est régulièrement obtenue à partir de nos cul­

tures de protoplastes. La formation de colonies tissulaires à 

partir de protoplastes est donc réalisable, le manque de temps 

ne nous a pas permis de mettre en oeuvre les essais de régéné­

ration de la plante entière. Toutefois, les remarquables poten­

tialités organogènes des tissus de Manioc révélées au cours de 

nos premières expériences montrent qu'une régénération des plan­

tes à partir du protoplaste de Manioc est possible. 

s'est révél 

5 - L'étude d'orientation de variation génétique 

réalisable dans les conditions de notre expérimen-

tation. La ma~hoG[ne : nous a permis de confectionner un milieu 

sélectif. La culture du protoplaste dans ce dernier a permis le 

criblage au sein d'une population de protoplaste~etJles cellu­

les survivantes sont capables d'évoluer normalement en cal. Par 

ailleurs, des essais d'hybridation entrepris nous ont montré 

qu'il est possible d'obtenir des fusions entre protoplastes iso­

lés du Manioc. Il serait intéressant cependant de mettre au 

point pour cette étude, une technique de marquage convenable 

in de reconnaître facilement les espèces fusionnées. 
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Malgré le temps restreint qui nous était accordé, 

ce long travail montre que nos diverses mises au point techni-

ques permettent réalisation de notre objectif final qui 

était l'obtention par culture de protoplastes d'une variation 

génétique orientée chez une espèce agricole. 
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