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ABREVIATTIONS

AG = acide gibberellique.

ANA acide naphtalene acetique.

it

BAP

benzylaminopurine.

HEC = hydroxyéthylcellulose.

MS = milieu de MURASHIGE et SKOOG (1962).

MT = milieu de culture témoin préparé avec le substrat
carboné, hydroxyéthylcellulose. Ce témoin a subi
le méme procédé de purification que la manihocine.

MX = milieu sélectif confectionné avec la manihocine,

extrait toxique purifié, obtenu a partir du filtrat

de culture de Xanthomonas manihotis.

PEG = polyéthyleéneglycol



I - INTRODUCTION




Le manioc ne présentait aucun parasite économi-
quement important jusqu'en 1973 ou les cultures du Congo
ont été envahies par la cochenille, Phergcoccus manihotr
Mathilde Ferero. Ces cochenilles envahissent les planta-
tions en saison séche et attaquent les zones apicales des
plantes dont les pousses s'atrophient et restent sans
feuilles. Les plantations situées dans les vallées riches
ou sur des sols argileux peuvent supporter ces attagues
et repartent en végétation dés la chute des premieres
pluies., Sur des sols sableux et pauvres par contre, ces
attaques peuvent conduire a une catastrophe, en produisant
un dessechement complet des plantes avant l'arrivée des
pluies. Des problemes d'approvisionnement en manioc, den-
rée alimentaire de premier plan pour le pays se posent
alors d'autant qu'en 1976, un autre type de dégdts appa-
raissait cette fois-ci en saison des pluies. Ce deuxieme
fléau était une bactériose due au Xanthomonas campestris
pathovar manihotis . Plus limitée dans les régions fores-
tieres que dans les régions des savanes, cette bactériose
se manifeste surtout dans les régions a forte pluviométrie.
Les symptdmes associés sont les taches angulaires sur
feuilles, le flétrissement du lobe foliaire et de la feuil-
le, l'exsudation de gomme et le dessechement des rameaux.
Dans le cas des variétés particuliérement sensibles, les
plantes dépérissent (BANTSIMBA et MABANZA 1976, DANIEL
et al. 1978).

Les deux fléaux, plus ou moins confondus par 1l'ex-
ploitant agricole qui leur donne la dénomination commune
d'Appolo™, font l'objet d'un programme de lutte. En ce
qui concerne la cochenille, la lutte biologique par élevage
et lacher d'auxiliairesa été choisie. La lutte contre la

bactériose impose en revanche l'utilisation de variétés



résistantes. Ce qui a nécessité la mise sur pied en 197¢
des collections de cultivars de manioc en vue de 1'amé-

lioration et du criblage des cultivars vis-a-vis de leur
résistance a la bactériose due au Xanthomonas manihotis

(MABANZA 1980) (fig. 1).

Les travaux commencés des 1976 ont montré que
les cultivars congolais possedent une certaine variabi-
lité en ce qui concerne leur sensibilité & la bactériose

(fig. 2, annexes 1, 2, 3). Parmi les 100 cultivars carac-

térisés au cours des années 1976, 77, 78, 79, certains
se montrent moins sensibles gue d'autres a la maladie.
Au cours de nos travaux récents (MABANZA, 1982), nous
avons pu mettre en évidence une différence appréciable
des effets de l'extrait toxique de culture de X. manthotis
(manihocine) entre les cultivars sensibles de Manthot
esculenta Crantz et le cultivar de 1'espeéce Manihot gla-
zioviz. Muell résistante a la maladie. Des différences
de sensibilité a la manihocine entre les cultivars plus
sensibles de M. esculenta Crantz (MM 78 et CB) et les
cultivars moins sensibles (Malela 1 et MA 255) (MABANZA

1982) ont également été décelées.

Cette variabilité des cultivars congolais peut
donc étre utilisée dans la lutte contre les attaques
de la bactériose. Les cultivateurs ont mis a profit cet
avantage en remplacant peu a peu les cultivars tradition-
nellement multipliés par ceux gui manifestaient un com-

portement satisfaisant vis-avis de cette bactériose.

L'adoption des cultivars "tolérants" si elle a
évité une pénurie en manioc ne permet cependant pas de
déboucher sur une amélioration générale de la production.
La plupart de ces cultivars qui n'étaient pas toujours
tres productifs pouvaient perdre parfois l'extrémité de
leurs tiges par un flétrissement occasionné par la bac-

tériose. Ce dernier point a conduit les populations a



Fig. 1: LA COLLECTION DES CULTIVARS LOCAUX DE MANIOC
AU CONGO

Remarques: 1976 a marqué le début du programme de sélection et amé-
lioration du manioc par la mise en place 3 Loudima au CRAL (Centre

de Recherches Agronomiques de Loudima) d'une collecton vivante de

65 cultivars collectés dans les régions avoisinantes cette méfie année.
Chaque parcelle représentant un cultivar est composé de 3 lignes de 15
métres espacées de | métre, 1'une de 1'autre. La distance qui sépare

une parcelle de 1'autre est de 2 métres. Les principaux objectifs sont:

La conservation dés ressources végétales, la caractérisation des cultivars
locaux, le criblage des cultivars vis—3avis des grands fléaux (Cochenilles,
Bactérioses, Anthracnoses et mosaTlque) avec une priorité pour la lutte
contre la bactériose provoquée par le Xanthomonas campestris pathovar
manihotis.




A: SymptOmes de flétrissement foliaire
causé par les attaques de X. manihotis

B: Sur les cultivars sensibles s'obser-
vent défoliation et desséchemeny des
rameaux.

C: Les cultivars tolérants 3@ la bacté-
riose ne montrent que quelques flé-
" trissements foliaires.

Fig. 2: Symptdmes de bactériose causés par Xanthomonas manihotis
observés sur la collection de manioc d'ODZIBA en 1981.




consommer pour une grande part les feuilles de 1l'espéce
M. glaziovii Muell, résistante a la maladie. L'améliora-
tion du niveau de résistance du manioc vis a vis de la

bactériose mérite donc d'étre poursuivie.

L'enrichissement du potentiel génétique congo-

- lais par 1l'introduction de cldénes améliorés de 1'I.I.T.A.
(Institut International d'Agriculture Tropicale, basé a
Ibadan au Nigéria), a été entrepris sous forme de semence
(MABANZA, 1979 b, 1980 a). Les sélections faites a ce
niveau ont permis l'obtention d'un certain nombre de clo-
nes résistants a la bactériose. Mais le probléme de la
productivité restait toujours posé dans la mesure ou leur
niveau de production demeurait égal a celui des cultivars
locaux multipliés dans les mémes conditions (figure 4

annexe 4).

Dans ce travail, nous essaierons de mettre au
point un dispositif expérimental permettant d'obtenir
une variabilité orientée dans le sens d'une résistance
accrue des cultivars congolais aux attaques de Xanthomonas
campestris pathovar manihotis.
Le matériel choisi pour cette étude étant le protoplaste
mésophyllien des cultivars sensibles a la bactériose,
une approche cellulaire des probléemes d'induction de la

résistance a une maladie est ainsi envisagée.

Le protoplaste des cellules végétales semble
actuellement étre l'outil approprié pour une recherche
de l'augmentation des variabilités chez les espeéces agri-
coles (CARLSON 1973, SHEPARD et al. 1980, EVANS 1982),
soit par hybridation somatique avec d'autres especes,
soit par culture dans un milieu sélectif (EARLE 1978),
si l'on admet que le cytoplasme d'une cellule est en
interaction constante avec son environnement (PERSON et
al. 1976, DEMARLY 1977, DALY 1977, EARLE 1978). A 1'aide

du systéme toxine-protoplaste, on peut envisager une mo-



Produits de récolte de manioc: A) Tubercules
B) Feuilles

Produits de transformation :—Tubercules épluchés (C)

~Farine (foufou) obtenue 3 partir des
tubercules.(D)

-Chikouangue, pdte obtenue aprés rouissa-
ge des tubercules, enveloppée dans des
feuilles et cuite.(E) A

Fig. 3: UTILISATION COMMERCIALE DU MANIOC.



Fig. 4: L'AUGMENTATION DE LA VARIABILITE GENETIQUE ET L'INTRODUCTION
; DES MANIOCS AMELIORES DE L'IITA '

Le rassemblement du potentiel génétique pour la lutte contre la
bactériose (X.manihotis) a &té effectué dans 2 directions privilégiées:
la premiére est la mise en collection des cultivars locaux, la seconde,
1'introduction des variétés améliorées résistantes 3 la bactériose de
1'IITA. Cette introduction est faite sous forme de graines semées sur 2
points de sélection (Loudima = A et Mbé = B, actuellement Odziba) avec
environ 5.000 graines, Mbé &tant le point oli la bactériose a sévi en
1976-77.( 1'inexistence des flétrissements indique que ces plantes sont
résistantes 3 la maladie).




dification du matériel génétique cytoplasmique de facon
a induire une résistance & la toxine qui permettra ainsi

une survie de la cellule dans un milieu de culture ren-
fermant la toxine. En 1981, HEITEFUS remarquait gu'indé-
pendemment d'une résistance génétiquement déterminée,

les plantes ont une possibilité d'acquérir une résistance
induite vis a vis des effets néfastes d'un micro-orga-
nisme, résistance déclenchée par une activation biologi-
gue, biochimigue ou méme chimique (DALY 1977, GOODMAN

et al. 1977).

C'est avec cet espoir gue nous avons entrepris
cette expérimenation ambitieuse. Compte—tenu de la com-
plexité des problémes a étudier, nous avons été amenés
a mettre au point tout d'abord des techniques de multi-
plication rapide in vitvro de notre matériel végétal,
puis a étudier les potentialités organogénes de nos cul-
tivars. Or, ces potentialités se sont manifestées au
niveau des colonies tissulaires issues des organes juvé-
niles comme les apex caulinaires et les cotylédons isolés
in vitro. Nous avons alors obtenu la formation de plantes
entiéres nombreuses en un temps court (MABANZA, 1982,
MABANZA et JONARD 1981, 19835).Dans un deuxiéme temps,
les effets toxiques de la manihocine, notables sur les
cultivars sensibles a la bactériose et non décelables
sur l'espeéce résistante a la maladie (Manihot glaziovit
Muell) ont été également analysés. C'est seulement dans
un troisieme.temps que l'isolement des protoplastes a
été réalisé sur les deux espeéces (Manihot esculenta
Crantz et Manthot glaziovii Muell), compte tenu des
résultats encourageants fournis par les premieres expé-

rimentations Zn - vitro .

La multiplication rapide <n v<itrc de Manihot
glasiovii Muell a permis en particulier de disposer dans
nos expériences d'une espéce résistante a la bactériose.

Des essais d'induction d'une variabilité apportant une



résistance du manioc a la bactériose ont été alors réa-
lisés par la culture des protoplastes dans un milieu
sélectif composé de manihocine, mais également par des
hybridations somatiques entre le MantZhot esculenta
Crantz sensible et le Manihot glazioviiMuell résistant:
toutes ces expérimentations étant suivies d'essais de
régénération de plantes a partir de cldénes issus de pro-

toplastes.
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2 - 1. LES PROTOPLASTES VEGETAUX

Récemment, BINDING et al. (1982) ont dressé une
liste de 19 familles chez lesquelles une régénération
de plantes entiéres, a partir de protoplastes, a pu étre
obtenue. Malgré ce succeés remarquable, la majorité des
travaux signale les nombreuses difficultés rencontrées.
Pour la plupart des auteurs, la réussite du travail sur
les protoplastes végétaux nécessite une obtention de pro-
toplastes viables en quantité suffisante, une forte apti-
tude a former leurs parois et a proliférer par clivage
cellulaire, un bon développement des cals, mais également
des capacités élevées de régénération chez les especes

végétales étudiées.

Ces différentes conditions paraissent plus fa-
cilement réalisables sur les protoplastes de certains
genres et espeéces appartenant notamment a la famille des
solanacées : Nicotiana (NAGATA et TAKEBE 1970, DURAND
1979, BELLIARD et PELLETIER 1978),507gnum{GRUN et SHU
1978, O'HARA et HENSHAW 1982, THOMAS 1981, GUNN et SHEPARD
1981 : JIA et POTRYKUS 1981 :; SHEPARD 1980, SHEPARD et
TOTTEN 1977), Lycopersicum (IMANISHI et HIURA 1982 ;

SINK et NIEDZ 1982 : MORGAN et COCKING 1982), Pétunia

(SINK et POWER 1977, BERGOUNIOUX et al. 1980).

Des résultats remarquables ont été également.
obtenus avec quelques légumineuses telles que Crotalaria
Juncea (RAMANUJA RAO et al. 1982), Medicago sativa (LU
et al. 1982) ; Trigonella corniculata (LU et al. 1982),
Trigonella foenum graecum (SHEK HAWAT et GALSTON 1983)
et quelques graminées comme FPaniZcum maximum (LU et al.
1981), Fennisetum americanum (VASIL et VASIL 1981),

Penmisetum purpureum (VASIL et al. 1983) et Bromus inermis

(KAO et al. 1973).



I1 faut cependant noter que cette technique
reste d'une utilisation aléatoire pour beaucoup de mono-
cotylédones. En ce qui concerne les espéces ligneuses,
seules quelques rutacées (Citrus sinensis : VARDI et al.
1982) et euphorbiacées (Manihot esculenta Crantz : SHAHIN
et SHEPARD 1980), ont donné des résultats exploitables.
Et, pour une méme espeéce, l'influence du cultivar est
marquée comme d'ailleurs pour tous les essais de régé-
nération <n ¥<Ztro a partir de cellules ou divers organes
mis en culture. Ainsi, TABAEIZADEH (1983) a noté la dif-
ficuté d'obtenir des plantes entiéres a partir des plan-
tes de Lycopersicum esculentum alors que sur la méme
espéce, ,MORGAN et COCKING (1982) obtenaient une régéné-

ration.

Différents facteurs vont influencer 1'évolution

en culture des protoplastes isolés, a savoir

- le génotype de la plante mere (BINDING et al.
1981, MORGAN et COCKING 1982, SHAHIN et SHEPARD 1980,
TABAEIZADEH 1983) et son age (SHEPARD et TOTTEN 1977).

- Les conditions de culture de la plante-mére.:
SHAHIN et SHEPARD (1980) conseillent de fournir a la plan-
te une nutrition azotée abondante et pensent gue pour ob-
tenir des résultats satisfaisants, les plantes-meéres doi-

vent étre ainsi "préconditionnées".

- La technique d'isolement des protoplastes
SHAHIN et SHEPARD conseillent pour le manioc de conserver
les feuilles dans une solution contenant 1 mM de Ca Cl2
2 H2 O, 1 mM de NH4 NO3, 1l ppm d'ANA et 5 ppm de BAP
pendant 48 heures a l'obscurité a 4°C avant l'isolement

des protpoplastes.

- la solution enzymatique employée : pour MEYER
(1981), les enzymes de macération sont souvent a l'origine

de la mortalité des protoplastes observée en culture.

- La composition du milieu de culture : les mi-

lieux essayés dans nos travaux antérieurs (MABANZA 1982)



ne nous ont pas fourni de bons résutlats (milieu WO 6
de MEYER 1981 ; milieu T O et T 1 de CABOCHE 1980 et
milieu CL de SHAHIN et SHEPARD 1980), alors gque le mi-
lieu M gue nous avons personnellement mis au point a
initié la division par clivage chez la presque totalité
des cellules dans les mémes conditions de culture. De
méme, les auteurs pensent que l'agarose purifiée four-
nit de meilleurs résultats que la gélose habituellement

employée en culture des tissus (LORZ et al., 1983).

- Les conditions de culture, température et
éclairement jouent également un rdle important dans le

développement des protoplastes.

En derniere analyse, nous constaterons que
des résultats remarquables ont été obtenus depuis les
années 1970 en ce qui concerne la régénération d'une
plante a partir de protoplastes sur beaucoup d'espeéces,
la tamille des solanacées renfermant les especes aux

réactions les plus favorables.

Pour de nombreux auteurs spécialisés, CARLSON
(1973), SHEPARD et al. (1980), EVANS (1982) et COCKING
(1973), lorsque les conditions sont réunies pour une
bonne régénération de plantes entieres, la culture des
protoplastes végétaux apparalit alors comme une voie nou-
velle d'augmentation de la variabilité en vue d'une amé-

lioration des especes cultivées.

2 - 2. LE MILIEU SELECTIF

D'une maniére générale, l'ampleur des modifi-
cations caryologiques, taux de ploidie, nombre de chro-
mosomes, semble étre liée en culture in vitro , aux con-
ditions de culture des implants (durée prolongée dans
le milieu de culture, formation d'un cal important).
Mais aussi, beaucoup d'auteurs reconnaissent aujourd'hui

une grande variabilité au sein d'une population formée



de plantes issues de culture Zn vitro, soit au niveau

biochimique (composantes, biosyntheéeses des pigments),
soit au niveau phénotypique chez les plantes obtenues.
LUTZ (1969) a été le premier a signaler ces modifications
a partir des clénes unicellulaires. Il semble de nos
jours gu'en dehors de tous ces changements couramment
observés en culture des tissus (SKIRVIN 1977, SCHAEFFER
1981)

s'établit un nouveau réseau de corrélationsrésultant de

, 1l'implant étant séparé de la plante-mere, il
l'action du milieu gui occasionne en particulier des mo-
difications par inter-action entre les génes nucléaires
et les informations cytoplasmiques (DEMARLY 1973). Ceci
permettrait alors la formation d'individus nouveaux a
l'origine de nombreux variants phénotypiques, régénérés
en culture Zn vitre . Ces variants pouvant donc provenir
d'une inter-action entre le. génome nucléaire et le cyto-
plasme, avec a l'origine une modification héréditaire de
l'environnement épigénétique : ADN des chloroplastes,
mitochondries, plasmides ou épisomes. SIBI et BRANCHARD
(1983) montrent que beaucoup de nouveaux phénotypes de
plantes régénérées peuvent étre transmissibles par voie
femelle, chaque descendance se caractérisant par sa fixi-
cité pour le nouveau phénotype. Ainsi.donc, lorsqu'on
peut mettre au point un dispositif de travail permettant
l'induction d'inter-actions spécifiques (systeme toxine-
protoplastes par exemple), la régénération de plantes
entiéres a partir de ces implants permettrait de sélec-

tionner des individus capables de résister aux toxines.

Les résultats positifs obtenus a la suite de
culture de protoplastes dans un milieu sélectif contenant
une phytotoxine sont encore peu nombreux. La raison prin-
cipale semble en étre 1'absence, pour beaucoup d'agents
pathogenes, d'isolement ou de caractérisation des toxines
associées. EARLE (1978) dresse la liste de 9 phytotoxines
déja caractérisées : la victorine sur l'avoine (SCHEFFER

et al. 1964), l'helminthosporoside sur la canne a sucre



(STROBEL 1974, WHEELER 1976), la HC-toxine (SCHEFFER et
al. 1964, STROBEL 1974), la HMT-toxine (COMSTOCK et al.
1973 et YODER 1973), toutes les trois sur le mais, 1l'amy-
lovorine sur la pomme (STROBEL 1977, SHU et GOODMAN 1978),
ltalternariolide (KHOMOTO et al. 1976) et la phytoalter-
narine {(TEMPLETON 1972, KASAI et al. 1975, cités par EARLE

1978) toutes les deux sur la pomme.

D'apres EARLE (1978), trois critéres sont a sé-
lectionner pour la caractérisation d'une phytotoxine : (1)
la toxine doit reproduire les symptdmes caractéristiques
de la maladie ; (2) les effets toxiques de la toxine devront
étre en rapport avec la virulence de 1l'agent pathogéne ;

(3) les effets toxiques seront plus marqués chez les cul-

tivars sensibles que chez les cultivars résistants.

La majorité des bio-essais ont été effectués en
appréciant les effets sur la croissance des racines des
plantes de semis (mals). Pour GENGENBACH et GREEN (1975),
le HMT-Toxine inhibe seulement la croissance des mais a cyto-
plasme T et non ceux a cytoplasme N. Certaines toxines ré-
duisent la croissance des plantes comme chez BAJAJ et
SAETLER (1970) avec Pseudomonas phaseolicola, ou méme la
croissance des cals (BEHNKE 1979 sur la pomme de terre).
D'autres bio-essais ont été réalisés en appréciant la
chlorose ou le flétrissement des feuilles, mais certains
auteurs ont utilisé des expériences plus complexes avec
dosages biochimiques tels que la fixation nocturne du CO2

ou l'activité d'organites cellulaires isolés (EARLE 1978).

Dans la majorité des travaux, les cellules ou
les protoplastes isolés se sont montrés beaucoup plus sen-
sibles a l'action des toxines que les plantes-meres ou les
colonies tissulaires. Cependant, bien que la mortalité
due a la toxine soit grande, l'ensemble des travaux montre
gu'on peut obtenir un effet sélectif sur la survie des
protoplastes dans le systeme protoplastes-toxine (BEHNKE
1979, EARLE 1978).



L'avantage des protoplastes en amélioration
végétale déja souligné plus haut a conduit beaucoup de
laboratoires a essayer la sélection par la culture in
vitro de cellules résistantes aux herbicides ou a des
inhibiteurs métaboliques etc... et la régénération de
plantes entieres a partir de ces cellules. Ainsi, pour
CARLSON (1973), les plantes régénérées a partir des
cellules résistantes a la méthionine sulfoximine ont
montré une résistance accrue au Pseudomonas tabact .
GENGENBACH et GREEN (1975) ont sélectionné des cals ré-
sistants de mais a cytoplasme T, cultivés sur milieu
contenant la toxine HMT-toxine (bien que le cal résistant
obtenu ait conservé son niveau de résistance jusqu'a plus
de 30 mois, aucune plante n'a été cependant régénérée a
partir de ce cal). BEHNKE (1979) par contre, a obtenu des
plantes de pomme de terre résistantes au Phytophtora
infestans . Des résultats semblables ont été enregistrés
par MATTERN et al. (1978), sur 500 plantes de Solanum
tuberosum régénérées a partir de protoplastes : la culture
dans un milieu contenant des toxines d'Alternarie =olani g
permis 1l'obtention de plantes ne montrant que des lésions
de faible dimension apreés l'attaque de la maladie. Pour
GRACEN et al. (1971), l'utilisation de la toxine <in vitrr
est un moyen de sélectionner rapidement des plantes de

mais résistant aux attaques deH. maydis race T.

Il convient donc de remarquer que les études sur
l'acquisition de résistance dans un milieu sélectif ne per-
mettent de donner entiére satisfaction que lorsque les
chances de régénération des plantes a partir des lignées

cellulaires sélectionnées sont grandes.

Nous avons pu montrer (MABANZA, 1982), que le
filtrat de culture de Xanthomonas campestris pathovar
manthotis provoquait un flétrissement notable sur des
organes des cultivars de manioc sensibles aux attaques
de 1'agent pathogene (sur lobes foliaires ou sur pousses
de 15-20 mm des plantes cultivées Zn vitro ), tandis que

ceux du cultivar résistant (cultivar de Manfhot glaziovii



muell) demeurent en vie et sans symptdémes de flétrissement
Nous avons appelé Manihocine, le filtrat de culture de
XYanthomonas manihotis concentré 10 fois et purifié. La
manihocine sert dans nos expériences comme agent de cri-
blage des cultivars et nous permet d'élaborer un milieu

sélectif pour la culture des protoplastes.

2 - 3. L'HYBRIDATION SOMATIQUE

L'hybridation sexuée est utilisée depuis tres
longtemps pour accroitre les rendements, introduire les
génes de résistance a certaines maladies et parfois pour
améliorer les qualités nutritionnelles. L'hybridation sexu
entre le Manihot esculenta Crantz et le Manihot glaziovii
Muell date des années 40. En 1947, NICHOLS l'a effectuée
en Afrique de 1'Est pour introduire chez le maniocc une
résistance aux virus de la mosaique. Ce type de travail
sera repris pour les mémes raisons par STOREY et DOUGHTY
(1951), JENNINGS (1972) en Afrique de 1'Est et MAGOON (197
en Inde. Récemment, HAHN et al. (1973) au Nigeria a
1'I.I.T.A. ont utilisé l'hybridation sexuée avec le Maniho
alantovi? Muell pour 1l'obtention de variétés ncuvelles

résistantes a la bactériose provoquée par Xanthomonas
manthotis.

Bien que guelques anomalies aient pu étre cons-
tatées : mauvais appariement des bivalents, formation de
beaucoup de chiasma pendant la meiose en Fl {MAGOON et al.
1966, 1971), l'hybridation sexuée est réalisable entre ces
deux especes et les résultats satisfaisants obtenus par
HAHN et al. (1973) montrent que le Manithot glazioviz Muell
est un excellent géniteur pour l'introduction des genes
de résistance a la bactériose due au Xanthomonas manihotis

«hez le manioc.



Mais dans 1l'hybridation entre deux especes dif-
férentes, les géniteurs n'ont souvent pas les mémes apti-
tudes agricoles que le cultivar a améliorer. Ceci conduit
généralement a l'utilisation de nombreux back-crosses
pour la restauration de certains caracteres comme la pro-
duction en racines amylacées pour le manioc. Cette opéra-
tion réclame une expérimentation de longue durée utilisant
une grande quantité de matériel végétal. L'hybridation
somatique entre les deux espeéces est une voie nouvelle qui

permettrait l'obtention rapide de 1'hybride résistant.

De plus, la fusion de protoplastes offre la pos-
sibilité de transférer 1l'information génétique du noyau
mais également du cytoplasme d'un cultivar a un autre. Or,
le transfert de cette information cytoplasmique est dans
certains cas désirable en favorisant la formation d'un
cytoplasme nouveau aux caracteres d'un cytoplasme hybride.
Au cours d'une telle fusion, plusieurs types d'informations
sont transmis indépendemment les uns des autres : celles
portées par les génomes nucléaires, les ADN de certains
organites cellulaires, mitochondries, chloroplastes, et
le mélange des deux cytoplasmes. Et cette "situation",
créant des inter-actions nouvelles, conduira alors a 1l'ob-

tention d'une plus grande variabilité dans la descendance.

CARLSON et al. (1972) ont initié la premiere
expérience de fusion somatique et l'obtention de plante
hybride entre Vicotiana qglauca et Nicotiana langsdorffi
en utilisant le nitrate de soaium comme agent de fusion.
Puis, en 1974, KAO et MICHAYLUK, KAO et al. réalisent des
fusions de protoplastes en utilisant le polyéthylene glycol
(P.E.G.) entre Vicia hajdstana et Pigsum sativum. Et,
de nos jours, de nombreuses techniques permettent la réa-
lisation de fusion chez les protoplastes. Nous pouvons
citer celle de 1'électrofusion réalisée par SENDA et al.
en 1982 entre les protoplastes de Rauwolfia serpentina

et les protoplastes d'orge (Hordeum vulgare) ou de tabac
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(NZcottana tabacum et par VERHOEK-KOHLER et al. en 1983,
sur les protoplastes d'Avena sativa. KAMEYA a développé
en 1982 une technique de fusion avec le Dextran 500 000
sur Brasstca pekinensis, Petunia hybrida, Nicotiana

tabacum et Daucus carota.

Depuis la découverte du P.E.G. comme agent de
fusion, les recherches sur la fusion de protoplastes ont

abouti a la création de plusieurs plantes hybrides :

- des hybrides intraspécifiques : Nicotiana
tabacum (BELLIARD et PELLETIER 1978, WALLIN et al. 1979 ;
WULLENS et al. 1980 ; GLIMELIUS et BONNETT 1981); Petunia
hybrida (BERGOUNIOUX et Al. 1980), Datura innoxia (SCHIEDER

1977).

- Des hybrides interspécifiques : Nicotiana
(EVANS et al. 1981 : DOUGLAS et al. 1981 ; NAGY et al.
1981 ; MENZEL et al. 1981 ; GLEDDIE et al. 1983).

Pétunia : (IZHAR et POWER 1979 : KUMER et al. 1982).
Daucus : (KAMEYA et al. 1982).

Solanum : (RINDING et al. 1982).

Lycopersicum : (TABAEIZADEH, 1983).

- Des hybrides intergénériques : Solanum tube-

rosum + Lycopersicum esculentum MELCHERS et al., 1978),
Datura innoxia + Atropwa belladonna (KRUMBIEL et SCHIEDER
1979).

Arabidopsis thaliana + Brassica campestris (GLEBA et
ITOFFMAN 1980} .

Daucus carota + Aegopodium podagraria (DUDITS et al. 1979).
Petunia hybrida + Lycopersicum esculentum et Lycopersicum

peruvianum (TABAEIZADEH, 1983).

L'ensemble de ces travaux réalisés généralement
sur des espéces herbacées, a contribué a 1l'introduction
de certains génes de résistances aux maladies. EVANS et

al. ont en 1981, obtenu des hybrides résistant aux virus



de la mosaique sur WNicotiana tabacum et Nicotiana  meso-
phila ou Nicotiana stocktonii . La fusion cytoplasmique

a également été utilisée pour des essais d'induction de
la stérilité méale cytoplasmique chez le tabac (ZELCER et
al. 1978, BELLIARD et PELLETIER 1978) et chez Pétunia
(IZHAR et POWER 1979 ; BERGOUNIOUX et al. 1980).

Il est possible d'aboutir a l'obtention d'am-

phidiploide stable (COCKING et al. 1981 POWER et al.

1976). Souvent, cependant, une instabilité des hétéro-
karyons est créée. On observe parfois une élimination
partielle ou totale des chromosomes de 1l'un ou 1'autre
des parents (KAO 1977 :; BINDING et NEHLS 1978 ; GLEBA
et HOFFMAN, 1980). De toute maniére, lorsqu'elle est
possible, l'hybridation somatique permet au moins de
mélanger deux cytoplasmes. BELLIARD et al. (1978) ont
effectué la fusion de protoplastes entre deux variétés
de Nicotiana tabacum dont une possédant le cytoplasme
de Nicotiana debneyi (inducteur de stérilité male). Les
plantes obtenues contenaient un seul génome alors que

le cytoplasme était issu de la fusion de deux cytoplasmes

parentaux.

L'identification des plantes régénérées apres
fusion somatique se fait par diverses méthodes : analyses
morphologiques (SCHIEDER et VASIL 1980 ; BINDING et al.
1982 : GLEBA et HOFFMAN 1980 : HOFFMAN et ADACHI, 1981),
analyses cytologiques en étudiant par comparaison les
caractéristiques et dimensions des chromosomes de chaque
parent (GLEBA et HOFFMAN 1980, EVANS et al. 1981, GLIMELIUS
et BONNETT 1981, DOUGLAS et al. 1981 ) ou des analyses
biochimiques telles que celles des ADN mitochondriaux
chez les hybrides de PFNicotiana tabacum (BELLIARD et al.
1979 : NAGY et al. 1981), avec identification alors d'un
nouveau type d'ADN mitochondrial. L'ADN chloroplastique

a également été analysé chez les plantes hybrides de



Nicotiana tabacum (BELLIARD et al. 1978), Nicotiana
debneyi (SCOWCROFT et LARKIN 1981) chez les hybrides
interspecifiques entre Nicotiana tabacumet HNicotiana
glauca (FLIC et EVANS 1982), GLIMELIUS et al. (1981)
signalent la présence de deux types d'ADN chloroplastiques
parentaux chez les plantes hybrides (Nicotiana tabacum +

Nitcotiana suaveolens ).

De nombreuses autres analyses biochimiques ont
été réalisées au niveau d'enzymes diverses servant de mar-
queurs : estérases (GLEBA et HOFFMAN 1980, DOUGLAS et al.
1981 ), glucose-6-phosphate deshydrogenase (DUDITS et al.
1980), ribulose 1,5 - biphosphate carboxylase/oxygenase
beaucoup utilisée de nos jours (TABAEIZADEH, 1983).

Pour terminer, il convient de signaler gu'une
difficulté majeure existe encore sur la caractérisation
des plantes hybrides : lors de la régénération de plantes
de pomme de terre a partir de protoplastes, SHEPARD et
al. (1980) ont signalé un effet culture in vitro sur la
descendance en sélectionnant 10 000 variants pour le port
de la plante, 1'homogénéité des tubercules et la couleur
de la peau, et méme sur la résistance des plantes aux
maladies. De plus, la culture in vitro des protoplastes
peut provoguer des changements importants de caryotype
(KARL et al. 1982). Pour WIDHOLM (1982), il n'existe pas
encore de méthode universelle pour la sélection de produits
issus de fusion de protoplastes. TABAEIZADEH (1983) a
noté cette difficulté de préciser le caractére hybride
des plantes issues d'expériences de fusion entre Lyco -
perstcum et Pétunia, L,'analyse biochimique suppose la con-
naissance parfaite des marqueurs biochimiques capables de
conserver leurs propriétés dans le produit de fusion et
dans le cas contraire, l'absence de l'expression d'une
information génétique ne peut étre la preuve de 1l'absence
réelle de cette information. TABAEIZADEH propose une ana-
lyse plus fine des structures chromosomiques comme le

"banding" et 1'étude des diagrammes de restriction des



ADN mitochondrial et chloroplastique.

Tous les travaux d'hybridation somatigue que
nous venons d'étudier se sont déroulés exclusivement sur
des espéces herbacées chez lesquelles, pour la plupart,
des cas de régénération ont été signalés, ce qui n'est
pas encore le cas pour beaucoup d'espéces agricoles, ou
des espéces ligneuses comme le Manihot glaziovii Muell.
Cependant, la facilité de l'obtention de 1'hybride sexué
entre les deux espéces de Man hot d'une part et d'autre
part les potentialités organogénes observées chez le
manioc (MABANZA 1982, SHAHIM et SHEPARD 1980) permettent
de penser gqu'il sera possible d'obtenir chez le manioc

des résultats satisfaisants par l'hybridation somatiqgue.
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3 - 1. MATERIEL VEGETAL

Compte tenu des besoins de nos expérimentations,
nous avons sélectionné trois cultivars de 1l'espece Manthot
esculenta Crantz (MM 78, Malela 1 et CB), un hybride issu
des croisenents sexués entre 1l'espéce Manthot esculenta
Crantz et l'espece Manihot glazioviz Muell (MA 255) et un

cultivar de ManZhot glaziovii Muell.

Contrairement au Manihot esculentaq Crantz qui
est un arbrisseau, Manthot glazZoviZ Muell est un arbre
qui atteint 10 a 20 m. S'il ne fournit pas de racines
amylacées, Manihot glaziovii Muell a été multiplié pour
la production du caoutchouc en Afrigue de 1'Est puis a
été abandonné ensuite au profit de 1l'hévea (Hevea brast-

ltensis) (PURSEGLOVE 1977).

Depuis les années 40, le manioc, Manihot
esculenta Crantz a fait 1l'objet de multiples programmes
d'hybridation. Les résultats obtenus dans le but d'aug-
menter les teneurs en protéines (KOCH 1954, BOLHUIS 1969)
de diminuer la teneur en acide cyanhydrique (HCN) ou dans
le but d'obtenir des variétés résistantes aux maladies
comme la mosaigque (NICHOLS 1947, STOREY et DOUGHTY 1951,
MAGOON 1970) sont divers. De toutes les espéces de Manthot
utilisées au cours des hybridations sexuées avec Manthot
esculenta Crantz : Manihot oligantha subpnesteli, Manihot
tripartita , Manihot anomala , Manihot zethneri , Manihot
tomentosa , Manihot tristis subsp. saxicolg, Manihot
procumbens , Manithot gracilis , Manihot dichotoma, Manihot
catingae , Manthot melanohasis, Manihot glaziovii, le
Manihot glaziovii Muell a étée 1l'espece la plus souvent
choisie dans les programmes, souvent a cause de sa résis-
tance & la mosaique (JENNINGS 1972 en Afrique de 1'Est)
et récemment pour sa résistance a la bactériose provoquée

N

par Xanthomonas manihotis (HAHN et al. 1973 a 1'I.I.T.A.).



Les résultats obtenus au cours de ces diverses
hybridations avec ces nombreuses espéces sont multiples,
mais tres souvent, comme le constatent SILVESTRE et
ARRAUDEAU, 1983, les coefficients de variation associés,
assez élevés, ne permettent pas de tirer des conclusions
valables de l'ensemble du travail. Les résultats peuvent
étre satisfaisants pour un caractére donné tel que la
résistance aux maladies et par contre peu encourageants
pour un autre, comme la productivité. Un croisement de
Manihot esculenta avec Manihot saxicola ou Manihot melano—
basis par exemple fournira une descendance a forte teneur
en protéines, mais avec une teneur en HCN importante et

une résistance a la mosaique faible.

Le genre Manihot appartient a la famille des
Euphorbiacées. L'ensemble des espeéeces de ce genre {(environ
200 especes) ont 2 n = 36 chromosomes. La ploidie de Man<ilhot
escutenta Crantz reste cependant discutée. Pour GONZALES
et LOPEZ, 1973 ; UMANAH et MARTMANN, 1973, le manioc est
probablement une espece triploide avec un nombre de chro-
mosomes de base x = 9. D'autre part, il semble qgue chez les
hybrides entre Manihot esculenta et Manihot glaziovit,
on constate certaines anomalies au niveau des bivalents.

On peut observer en effet que 1'appariement des chromosomes
est parfois défectueuse chez certains bivalents ou que
gquelgques uns présentent une séparation trés précoce (MAGOON
et al., 1966). Les chromosomes des deux especes ont des
dimensions trés voisines : 21 3 32 um pour Manihot glaziovit

et 19 a 40 um pour Manihot esculenta.

3 - 2. METHODES

Le choix du dispositif d'expériences est important
pour établir une démarche expérimentale rigoureuse. On peut

dresser un dispositif permettant une analyse statistique



Fig. 5: Bien qu'ayant un port semi rampant la MM 78 possé&de une
grande souplesse d'adaptation 3 diverses zones écologiques (zones
forestiéres, zones de savanes, sols argileux et argilo-sableux) son
potentiel de production varie entre 30 et 50 T/ha.

Fig. 6: Fleurs femelles de M.glaziovii Muell . Fig. 7: Fleurs miles
de M. esculenta Crantz; Fig. 8: Rameau fructifére ( M. esculenta).

La fertilité des cultivars congolais est tr&s héterogéne. La plupart
des cultivars fleurissent aprés 12 mois, ce qui rend paefois difficile
1'observation des floraisons chez certains cultivars des collections dont
les récoltes sont effectuées a 12 mois. Il est cependant facile de ren-
contrer des fructifications dans les plantations paysannes ol le manioc
reste en place pendant 3 ans. Lassociation de plusieurs cultivars opérée
dans ces plantations a, sans doute, contribué a la création d'une grande
variabilité au niveau du potentiel génétique en Afrique Centrale.
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(dispositif blocs de Fisher ou dispositifs similaires) et
faire l'analyse de la variance de principaux facteurs de
variation, mais on peut également procéder par 1'établis-
sement des histogrammes lorsqu’'on choisit d'indiquer la
situation d'une expérience a un moment précis. Ce dernier
dispositif plus souple peut se construire avec peu de ré-
pétitions mais mangue souvent de précisions. Dans notre
cas, les résultats antérieurs (MABANZA, 1982), nous in-
digquent gque beaucoup de facteurs peuvent influencer le
développement des protoplastes entre le ler et le 30e jour
de culture. Cela nous a imposé un rythme soutenu d'obser-
vations et de comptages, nous conduisant a tracer des
courbes en fonction du temps. Dans ces expériences, sou-
vent répétées 3 fois, les courbes tracées sont les moyen-
nes des comptages effectués sur trois expériences succes-
sives. Le choix de courbes d'évolution des protoplastes
dans le milieu de culture nous a donné entiére satisfac-
tion, dans la mesure ol elles définissent a chague moment
de l'expérience les situations présentes dans le milieu

de culture en suivant 1'évolution des trois principaux
phénoménes étudiés, a savoir la division par bourgeonne-
ment, la division par clivage et la présence des cellules
uniques. Les dispositifs d'analyse de la variance, dispo-
sitif blocs ou a répétitions ont été réservés a 1l'étude
des effets du milieu sélectif sur les protoplastes, en
étudiant l'importance de la mortalité et celle des divisions
cellulaires. Nous avons choisi de présenter des histogram-
mes dans le but dfétudier les effets de l'apport de certains
éléments nutritifs dans le milieu de culture et l'action

de la manihocine sur les protoplastes.

Le microbouturage in vitro effectué dans nos

travaux antérieurs a été opéré avec succeés sur les culti-



vars de Manihot esculenta Crantz et sur 1l'hybride MA 255.

La méme technique a permis le bouturage in vitro de Manihot
glaziovii Muell en deux temps : avec le démarrage des pous-
ses sur le milieu de MURASHIGE et SKOOG gélosé et additionné
de 0,5 mg/l de BAP et 0,1 mg/l d'ANA suivi du dévelop-
pement de la plante entiere sur le méme milieu ne renfer-
mant gu'une faible concentration en auxine d'environ

0,05 mg/l d'ANA.

3 - 2.3. Culture de 1l'apex caulinaire

En ce qui concerne l'extrémité des tiges, des
explants de 0,2 a 0,4 mm seront mis en culture. Ils sont
extraits sous la loupe binoculaire (grossissement 25-50),
dans des conditions aseptiques, a l'aide d'un fragment de
lame de rasoir monté sur mandrin. Le méristeéme une fois
isolé, est transféré immédiatement sur le milieu gélosé
de MURASHIGE et SKOOG (MS). Aprés un séjour dans un pre-
mier milieu, le milieu 1 (MS + 0,5 mg/l de BAP, 1 mg/l
d'ANA et 0,1 mg/l ~ d'AG3), deux transferts successifs

sont nécessaires dans le milieu 6 (MS+ 0,5 mg/l de BAP

et 0,1 mg/l ) puis le milieu 15 (MS + 0,05 mg/l d'ANA).

3 - 2.4. Culture du cotylédon

Les graines mlGres fournies par 1'I.I.T.A. sont
des semences hybrides reconnues résistantes a la bactériose.
Les fruits ont été fournis de la Cbte d'Ivoire par le GERDAT.
Selon le stade de maturation des fruits, nous avons dis-
tingué trois catégories d'explants : fruits cueillis au

stade laiteux, au stade pAteux ou juste avant maturité.

Les graines sont sectionnées a leurs deux ex-
trémités de facon a enlever la gemmule et 1l'hypocotyle et
a casser facilement la cogque dure qui recouvre 1l'ensemble

albumen - cotylédon. Les cotylédons se présentant sous



l'aspect de deux feuilles minces emprisonnées entre deux
masses d'albumen, sont prélevés avec des pinces brucelles
de 20 cm de long et mis en culture dans des tubes a essais
contenant le milieu 3 de composition suivante : MS + 1 mg/1
de BAP, 1 mg/l d'ANA et 0,1 mg/l d'AG 3.

3 - 2.5. Préparation de la manihocine

La caractérisation de Xanthomonas campestris
pathovar manthotis a été faite au Congo par DANIEL et al.
{1978).

L'isolement des souches de Xanthomonas campestris
pathovar manithotis utilisées s'est fait a partir des taches
foliaires sur des feuilles fraichement attagquées en champs
au Congo. La méthode d'isolement utilisée est celle décrite
par BRADBURY (1978). Une fois isolée, la souche de Xantho-
monas campestris pathovar manihotis est conservée dans de
l'eau stérile en flacon de 20 ml a l'obscurité et a 4° C

et peut étre conservée pendant 9 mois environ,

Apres deux jours de culture sur le milieu L P G A
(voir composition ci-apreés), le parasite a proliféré et
formé des bandes de 2 & 3 mm de largeur. Avec une lame de
scalpel, nous prélevons en surface une partie de cette
colonie bactérienne que nous ensemencons dans le milieu de
culture liquide (voir composition ci-apres), en erlen meyer
contenant 100 ml de milieu. Apres un passage de 48 heures
a l'agitateur rotatif, a l'obscurité et a 25° C, la culture
est récupérée puis centrifugée a 2500 tours par minute. Le
surnageant est passé au travers d'un filtre de 0,45 um
et constitue le filtrat de culture. La purification de
la toxine est alors effectuée selon la figure n°® 9. La to-
xine purifiée constitue la manihocine utilisée dans nos

expériences sur les protoplastes.



Milieux d'ensemencement de Xanthomonas Campestris

pathovar manihotis

- Milieu L P G A (levure - peptone - glucose - agar agar)

en gramme par litre de milieu

Extrait de levure 5
Bactopeptone 5
Glucose 10
Agar agar 20.

Le pH est ajusté a 7 avec de 1'HCl avant le passage a l'auto-

clave a 115° C pendant 20 mn.

- Milieu liquide de culture de Xanthomonas campestris patho-
var manihotis,, milieu composé par MADJIDI (1980) : en gram-

me par litre de milieu

KH2 PO4 5
(NH ), SO, 5
Mg SO, 0,2
Na H, PO, 0,5
Hydroxyethylcellulose 5

pH ajusté a 7 par HCl et auto-clavage a 110° C pendant 20 mn.

Le procédé de purification de la manihocine em-
ployée, a utilisé la méthode de GOODMAN et al. (1974),
consistant a précipiter les polysaccharides par 1l'éthanol.
Apres concentration du filtrat au 1/10 du volume initial,
la précipitation par 15 volumes d'éthanol a 95° pendant
une nuit est opérée a 4° C a l'obscurité, puis récupération
du précipité par centrifugation a 2500 tours/mn pendant
10 mn et séchage du précipité a 1l'étude a 60° C pendant

une nuit. Ce précipité est repris dans de l'eau bidistillée



Figure 9 : Schéma de prufication de la toxine
bactérienne (méthode avec 1'éthanol)
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et dialysée avec un boudin de cellophane pendant une nuit
a 4° C et a l'obscurité. L'extrait non dialysable cons-
titue la manihocine ou agent de criblage des cultivars

de manioc.

La mise en évidence de l'effet toxique du composé
purifié est obtenue en effectuant un bio-essai : 1l'organe
test pour le bio essal est un lobe foliaire dont nous
plongeons la base fraichement coupée dans 1,5 ml de mani-
hocine mis dans un tube a essai,. Le tube est exposé a un
éclairement en lumiére de 2200 lux a 25° C pendant 72 heu-

res,

Chague essail comportera les traitements suivants

- la manihocine dont l'effet toxique est analysé

- le traitement témoin-substrat : le témoin-
substrat est le milieu de culture n'ayant pas porté d'agent
pathogéne, mais qui a subi les mémes étapes du procédé de

purification.

Chague lobe foliaire représente un traitement et
chaque feuille une répétition. Dans ces essais, les trai-

tements seront répétés 4 fois.

3 - 2. 6. Le milieu de culture des protoplastes

Des essais antérieurs (MABANZA 1982) nous ont
montré que parmi les milieux de références gque nous avons
choisis, milieu WO 6 préparé par MEYER 1981, milieu T O
et T 1 de CABOCHE 1980, tous utilisés pour le tabac et le
milieu CL de SHAHIN et SHEPARD 1980, utilisé pour le manioc,
aucun ne donnait satisfaction. Nous avons donc été amenés
pour le manioc a composer un milieu dit milieu M, servant
en méme temps de solution de rincage et de milieu de cul-
ture des protoplastes. Ce milieu est beaucoup plus dilué
gue l'ensemble des milieux utilisés pour l'isolement des

protoplastes végétaux avec 10 fois moins de micro-éléments



que le milieu de MURASHIGE et SKOOG. La molarité totale

de ce milieu est voisine de 0,53 M le principal stabi-

7
lisateur osmotique est le mannitol a 0,4 M. Toutes nos
expériences ont été réalisées a 1'aide de ce milieu composé

par nos soins.

Le milieu M pourra recevoir la manihocine, agent
de criblage des protoplastes pour la confection d'un milieu
sélectif de culture. Il est aussi utilisé pour le rincage
et la culture des protoplastes aprés une expérience de fu-
sion. Dans toutes nos expériences, le pH est ajusté a 5,6
avec du KOH N/10 ou de 1'HCl N/10. Il est généralement
stérilisé par filtration avec des swinnex millipore a la

porosité de 0,45 um .

Les compositions du milieu M et des milieux de

référence sont consignées dans le tableau 1.

3 - 2.7. Isolement et culture des protoplastes

En 1982, nous avons décrit une technique d'isole-
ment des protoplastes (MABANZA et JONARD 1983). Cette tech-
nigue nous ayant fourni des résultats satisfaisants a été
conservée pour le reste de nos expérimentations. Contrai-
rement aux feuilles des plantes cultivées en serre, les
feuilles des plantes entretenues en culture in vitro sont
utilisées sans prémacération. Elles sont agées de 4 a 7
jours et pé&sent environ 0,03g. Nous brossons la face infé-
rieure du limbe avec une brosse souple en nylon, afin d'en
dter 1'épiderme. La macération est réalisée en présence
d'une solution enzymatique contenant la cellulase R 10
(2 %), macerozyme R 10 (0,5 %) et mannitol (0,7 M) a pH
5,6 dans un agitateur rotatif a l'obscurité a 25°C pendant

5 heures.



- 35 -

Tableau I_: Le milieu M et les milieux de référencec uti-

lisés dans nos expériences sur les protoplastes,

Teneurs en camposés minéraux et organiques (exprimés |
enmg 1 - 1) pour les milieux :
Camposés N°20 N°21 N°22 N°23 N°24 N°25
Cl c2 WO6 CL F M
Solutions minérales
KCl - - 4 000 - - -
Na Cl - - 2 000 - - -
NH, NO, 825 800 - - - 800
KN O, 950 1 010 5000 |7 600 {3 800 760
Ca Cl, 2H,0 220 440 10 800 |1 760 880 176
Mg SO, TH,0 185 738 1 500 |1 480 740 148
K, PO, 85 136 250 680 340 68
NH, C1 - - 250 - - -
Na, EDTA 37 37 2,78 18,5 9,75 3,7
Fe S0, TH,0 27 27 3,72 13,9 6,45 2,8
H, BO, 1 3 3,1 1,55 0,6
Mn C1, 4H,0 - - - 9,9 4,95 2,0
Mn SO, H0 0,1 0,3 15,5 - - -
Zn 804 7H20 1 3 3,5 4,6 2,3 0,9
KI 0,01 0,03 0,83 0,42 | 0,21 0,08
Na, Mo 0, 2H,0 - 0,1 - 0,13 | 0,065 0,03
Cu 80, SH,0 0,03 0,09 0,025{ 0,013} 0,0065| 0,003
Co 50, 7H,0 - 0,01 0,025| 0,015{ 0,0075{ 0,003
Al Cl, 0,03 0,09 - - -
Ni SO, 0,03 0,09 - - -
Camposés organiques
Méso inositol 100 100 1000 | 4504 |3 096 100
v Thiamine HCL (B,) 1 1 1 0,5 0,5 0,5
0y Acide nicotiniqie 1 1 - 5 5 5
Y5  pyridine HC1 (Bg) 1 1 - 0,5 0,5 0,5
8§ § Acide folique - - 1 0,5 0,5 0,5
S w Biotine 0,01 0,01 - 0,05 | 0,05 0,05
5,8 Pantothénate de Ca 1 1 - - - -
1Y Glycine - - - 2 2 2
= U Caséine hydrolysée - - - 50 50 50
" Mannitol 80 000 80 000 - 4,555 | 45 885 | 72 868
8 Saccharose 20 000 20 000f 30 000 | 68,46 45 000 20 000
7 Sorbitol - - - 4,554 | 36,440 -
xylitol - - - 3,803 | - -
d Agar agar - - - 0.2 % - -
Q .
G 3 2 2 2 2 4
£ 2% map 0,5 0,5 0,5 0,5 |o,5 0,5
ol
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Apres la digestion des tissus par les enzymes,
nous récupérons les protoplastes en tamisant la solution
au travers d'un tamis métallique. A l'aide d'une tulipe
en verre, nous recueillons les protoplastes dans un tube
a essai. Deux a trois fois les protoplastes son*t rincés

par centrifugation a 1000 g avec la solution M.

La mise en culture des protoplastes isolés est
effectuée dans des boites de Pétri en plastique Greiner
contenant 4 ml de milieu et fermées avec du scel-o-frais.
Les boites ainsi préparées sont introduites dans une gran-
de boite de rangement plastique. La culture est laissée
48 heures a l'obscurité a 28° C puis exposée a la lumiere
continue de 2200 lux, pendant 3 semaines. Les cals obtenus
sont ensuite transférés dans de nouvelles boites de Pétri
sur milieu gélosé et exposés a 3500 lux avec une photo-

période de 16 heures d'éclairement et 8 heures d'obscurité.

3 - 2.8. Culture des protoplastes dans le milieu avec

La manihocine est l'extrait de culture de Xan-
thomonas campesgtris pathovar manihotis purifié, suivant
la technique décrite a la figure 9. Les protoplastes
fraichement isolés sont mis en culture avec une densité
de 3.105 protoplastes par millilitre dans des boites de
Pétri de 15 mm de diamétre, contenant 2 ml de milieu M,
renfermant 1/15 (V/V) de manihocine. Dans toutes ces
expériences, nous appelons milieu MX le milieu M renfer-

mant de la manihocine.
Nous avons toujours utilisé deux milieux témoins
~ le milieu M ne renfermant pas de manihocine,

- le milieu témoin MT : c'est le milieu M ren-
fermant le témoin-substrat qui a subi les mémes étapes

du procédé de purification que la manihocine ; les dilutions



du témoin substrat dans le MT sont les mémes que celles

de la manihocine dans le milieu MX

3 - 2.9. La fusion des protoplastes

Les protoplastes des deux especes sont mélangés

dans 2 ml de solution M a raison de 2.106

protoplastes
pour chacune des deux espéces, Une solution favorisant

la fusion est préparée. Elle renferme en mg/l :

Ca C12 2 HZO 1700
KH2 PO4 50
Glucose 36 000

Polyéthyléne glycol
(PEG 1540) 500 000.

Aprés l'ajustement du pH a 5,6 par HC1l N/1O,
cette solution est autoclavée a 110° C pendant 20 mn,
5 gouttes prélevées dans la solution stérile sont alors
déposées séparément dans une boite de Pétri de 5 cm de
diametre ; puis une goutte de la solution M contenant les
protoplastes correctement mélangés des deux especes est
délicatement déposée sur chaque goutte de la solution
de fusion. Aprés 40 mn, un rincage est opéré avec la
solution M par 3 fois toutes les 5 mn. 3 ml de solution M
sont ensuite versés dans chaque boite qgue nous fermons
avec du scel-o-frais. Comme pour la culture simple des
protoplastes, les boites de Pétri ainsi apprétées sont

gardées dans de grandes boltes de rangement plastigues.

Pour l'allofusion, nous avons utilisé la tech-
nigue de la coleoration vitale avec le rouge neutre et le

bleu de méthyléne pour chacune des deux espéces. Ces colo-



rants vitaux n'ont été employés que dans le but de véri-
fier 1'allofusion entre Manihot esculenta Crantz et Manihot
glaziovii Muell. Ce genre d'expériences n'a pas permis la
culture, la mortalité des protoplastes observées apres

24 heures étant trop élevée. La vérification des capacités
d'allofusion chez les protoplastes de manioc a été égale-
ment réalisée au cours des fusions initides avec les pro-
toplastes d'une espeéce treées éloignée, appartenant au groupe
des monocotylédones : Dioscorea alata dont les protoplastes
sont isolés de la méme maniére que ceux de Manihot esculenta
Crantz avec une production variant de 2 a 4.lO6 protoplas-
tes par gramme de limbe. Cette quantité non négligeable

a permis des expériences réussies d'allofusion avec les

protoplastes de Manihot esculenta Crantz.

3 - 2.10 Les conditions d'environnement

Les expériences dans leur ensemble se pratiquent
dans une piece affectée a cet effet et dont les caracté-
ristiques sont les suivantes : piéce a culture climatisée
a la température de 25° C, éclairements de 2 200 lux ou
de 3 500 - 4 000 lux fournis par une a six lampes Philipps
de luxe de 40 W/55.

La photopériode est de 16 heures de lumieére et

8 heures d'obscurité.
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IW-RESULTATS ET DISCUSSTIORS




4 - 1. OBTENTION SUR LES DEUX ESPECES PAR MICROBOUTURAGES
INTENSIFS DU MATERIEL VEGETAL PROPRE A L'ISOLEMENT DES
PROTOPLASTES

Au cours de nos expériences de microbouturage
nous avons noté l'influence de guatre facteurs sur le
développement des boutures de serre : la position de la
bouture sur la tige, la qualité du cultivar, la composi-
tion du milieu de culture et en particulier sa richesse

en diverses phytohormones exogenes.

Les boutures situées en-dessous de la 5e feuille
se sont développées aprés 4 jours avec une tres forte
vigueur, contrairement aux boutures plus jeunes situées

au-dessus de la 5e feuille.

L'influence du cultivar a été étudiée avec des
microboutures cultivées sur le milieu de KNOP sans phyto-
hormones. Nous remarquons que les cultivars Malela 1 et
MM 78 donnent facilement des plantes apres 15 jours avec
une réussite de 95 %. Avec le cultivar MA 255 par contre,
la levée est tardive et la réussite de 50 % seulement.

En utilisant le milieu de MURASHIGE et SKOOG avec phyto-
hormones, nous avons amélioré le pourcentage de réussite
chez tous nos cultivars. Avec le milieu n° 6 (MABANZA
1982) de composition suivante : MS+ 0,5 mg/l de BAP
et 0,1 mg/1l ‘ d'ANA, par exemple, nous remarquons gque la
reprise des boutures se fait d'une facon homogene apres
2 jours chez tous les cultivars. Les pousses sont vigou-
reuses. Cependant, les boutures développent un cal et un
rabougrissement des pousses s'installe apres 15 jours.
Ce milieu ne développe aucune induction rhizogene. Un
transfert effectué sur le milieu 15 ne renfermant que

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



bon moment, les racines déja initiées dans le milieu
d'ensemencement se développeront rapidement apres 4

a 5 jours, avec parallélement une élongation de la tige.

Des le 15e jour, nous constatons souvent gue
la pousse feuillée s'épaissit. Si au 20e jour, nous
transférons les explants sur 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
meilleures conditions, sur le cultivar Malela 1, en 5
jours, l'explant va former sur ce milieu 15 de nombreuses
pousses axillaires de 5 a 10 mm de longueur. Lorsgue nous
isolons les pousses axillaires et que nous les transfé-
rons a nouveau sur le milieu 15, elles vont s'enraciner

en 5 jours.

Le tableau 11 indique la quantité de pousses
enracinées obtenues apres 30 jours, a partir d'une uniqgue
bouture du cultivar Malela 1, prélevée en serre et d'une

autre, issue, elle, d'une plante cultivée <in vitro

Tableau 2 : Levée de nombreux bourgeons axillaires et
obtention de plantes entiéres a partir d'une

seule bouture.

Nombre de plantes obtenues

Origine de la
bouture initiale | En période favo- | Pour les mois de
rable (juin-aolt)| décembre et janvier

Plantes de serre 10 5

Cultivée in VLEYO 5 3




A partir des plantes ainsi obtenues, lorsqu'elles
ont plus de deux feuilles, nous pouvons répéter la méme
opération et régénérer 5 plantes entiéres a partir de
chaque nouvelle bouture. En deux mois, a partir d'une
seule bouture issue de serre, nous disposons donc de 50
plantes enracinées que nous pouvons transférer facilement

en pot en serre (MABANZA 1982).

La figure 10 résume les résultats obtenus en 45
jours a partir de boutures prélevées en culture in vitro

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

Figure 10 : nombre de plantes obtenues apres 25 et 45 jours
a partir de 6 boutures prélevées des plantes
cultivées in vitro.

EE Nombre de boutures
de départ

Nombre de
plantes
72 m Nombre de plantes
formées aprés 25 jours

Nombre de plantes ob-
E] tenues aprés 45 jours

21

6 25 Temps (jours)
Dans cet essai, le taux de multiplication entre
les deux générations a été identique et égal a 21 + 72 = 3,5
6 21

taux moyen que nous avons observé au niveau des boutures
cultivées in vitro. Ce taux est égal a 5 pour les plantes
de serre.



A:

A gauche: aprés 15 jours de culture sur le milieu 6, on observe un ra-
bougrissement de la pousse et une levée d'inhibition des
bourgeons axillaires.

A droite:5 jours aprés transfert de la pousse sur le milieu 15, il se

produit unélongation de la tige et un dévéloppement de pousses
axillaires. ( Cultivar MA 255 ).

: Rhizogénése rapide sur une pousse de 15 mm du Cultivar Maléla | sur le

milieu 15

C: Dévéloppement de plante entiére du cultivar MM 78 sur le milieu 15.

: dévéloppement vigoureux du cultivar MA 255.

Fig. 11: MICROBOUTURAGE IN VITRO RAPIDE DU MANIOC.
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Le succeés observé avec l'utilisation judicieuse
des phytohormones au niveau des différents cultivars de
Manihot esculenta Crantz et de l'hybride MA 255, nous a
r€Lmis G'eutrevoir une possibilité de réussite sur l'es-
pece ligneuse Manihot glaziovii Muell. Nous avons alors
utilisé la méme technique avec un premier milieu, le mi-
lieu 6 plus riche en cytokinine et servant a la levée des
bourgeons et un deuxiéme milieu, pauvre en phytohormones

pour le dévelcppement de la plante entiére.

Les figures 12 et 13 nous indiquent les résul-

tats obtenus au niveau du microbouturage des cultivars

des deux especes et de 1l'hybride MA 255.

Figure 12 : histogrammes indiquant le pourcentage de reprise

des boutures entretenues sur milieu 6. Les ob-
servations sont faites aprés 5 jours pour les

5 cultivars analysés.

7 de reprise deg boutures

E] Malela 1
EZ CB

m MM 78
o MA 255

A ‘Manihot glaziovii

IENIEIEEEEES

M. esculenta hybfides

Pour cet essai, le bouturage a été effectué
pour chaque cultivar avec 24 boutures. La reprise des
boutures est observée chez l'ensemble des cultivars apres
2 jours. On peut observer que les cultivars Malela 1 et
CB ne présentent aucun probléme de reprise. MM 78 (84 %)
par contre a un comportement semblable a celui'obggrvé
avec MA 255 (1'hybride) (85 %) et Manihot glaziovii Muell
(83 %).



: Effets de rabougrissement observés 15 jours apré&s sur la microbouture
de M. glaziovii Muell ensemencée sur le milieu 6. On observe une le-

vée d'inhibition des bourgeons axillaires ( fléches ).

B: Formation de plante entiére de M. glaziovii Muell.

C: Pousse de 20 mm enracinée obtenue in vitro.

: Cette figure montre le dévéloppement comparé de l'ensemble de nos
cultivars. De gauche 3 droite: Maléla 1, MM 78, CB, MA 255 et
1'espéce M.glaziovii Muell. Nous pouvons noter une vigueur identique
pour tous les cultivars.

Fig. 13: MICROBOUTURAGE CHEZ 1’ESPECE M. GLAZIOVII MUELL
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DISCUSSION

Quelques chercheurs ont réalisé le bouturage
in vitro du manioc (TILQUIN 1978, FEREOL 1978). Les ré-
sultats qu'ils obtiennent permettent de conclure que le
manioc peut facilement étre multiplié par les techniques
de la culture Zn vitro. Cependant, lorsque nous avons
utilisé leur technique, nous avons pu constater que tous
les cultivars de Manihot esculenta Crantz ne fournissent
pas de bons résultats (MABANZA 1982). Ainsi, le cultivar
MM 78 bouturé sur milieu de KNOP sans phytohormone par
‘exemple, ne formait aucune plante entiére méme apres 30
jours de culture ; de méme, le cldne MA 255 fournissait
des résultats médiocres. Et, en général, c'était apreés un
mois ou plus que nous obtenions des plantes utilisables.
Par contre, la technique de multiplication rapide <in vitro
que nous avons mise au point fournit en 10 jours des pous-
ses feuillées utilisables pour l'isolement des protoplastes.
Et, ces pousses peuvent aprés 5 jours étre enracinées et
former des plantes entiéres. Une multiplication plus active
pouvait étre réalisée en initiant la levée d'inhibition
des bourgeons axillaires, qui évoluaient alors en pousses
feuillées utilisables aprés 3 semaines de culture. On peut
donc ainsi disposer a partir d'une seule bouture de 5 plan-
tes enracinées aprés un mois seulement de culture. Cette
multiplication trés rapide nous a semblé plus adaptée a
notre dispositif expérimental. En effet, pour réaliser
l'isolement de nos protoplastes, il nous suffira de program-

mer l'expérience 15 jours aprés ce bouturage.

Cette technique est applicable aussi bien au
Manihot glaziovii Muell, espéce ligneuse, qu'a l'hybride
entre les deux espéces (MA 255) et sa mise au point nous
a permis de disposer a point nommé d'un matériel végétal

homogéne en un temps relativement court (10 a 15 jours).



4 - 2. ETUDE DES POSSIBILITES DE REGENERATION DES CALS
DE MANIOC

Beaucoup d'auteurs insistent sur le rdle du gé-
notype de la plante-meéere en culture :n vitro des proto-
plastes, aussi nous a t'il semblé utile G'étudier les
potentialités de régénération des cals de manioc avant

d'aborder la culture des protoplastes.

Les explants constitués d'entrenoceuds, de pé-
tiole ou de limbe ont fourni des cals de morphologie treés
diverse. Malgré la gamme de milieux de culture utilisés
et le nombre de transferts effectués, nous n'avons pas
obtenu de pousses feuillées. La rhizogénése est la seule

forme d'organogénése décelable.

4 2.2. Culture du cotylédon

L'ensemble de nos essais réalisés sur le cotylé-
don montre que l'organogénése apparait différemment suivant
le type de cals obtenu. Lorsque le fruit est récolté au
stade laiteux, les cotylédons n'ont pas fourni de cals

organogenes (figure 15 a)

Au niveau des explants issus des cotylédons des
fruits au stade pateux, nous observons a partir du 1l5e
jour, la formation de nodules verdatres. Sur la masse blan-
chadtre une partie de ces nodules va a partir de 20 jours
de culture, évoluer &n pousses feuillées sur le méme milieu

de culture.

La néoformation de bourgeons a été plus abondante
chez les cals issus des cotylédons des semences cueillies

immédiatement avant maturité, ou ceux obtenus a partir des



: Graines de manioc enti&res et disséquées.

: A gauche: cotylédon prélevé 3 partir d'une graine mire, 3 jours aprés
la mise en culture. .
A droite: cotylédon prélevé 3 partir d'un fruit récolté au stade laiteux

: Néoformation de nombreux bourgeons & partir d'un seul explant et dévé-
loppement en pousses feuillées.

: dévéloppement de plantes entiéres sur milieu gélosé et sur vermiculite.

Fig. 15: POTENTIALITES ORGANOGENES DU MANIOC: REGENERATION DE
PLUSIEURS PLANTES A PARTIR DU COTYLEDON
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graines mires. L'explant vert, au développement presque

stoppé dés le 10e jour, initie dés le 15e jour une mul-

titude de bourgeons dans la région superficielle du cal.

Les bourgeons les plus vigoureux vont se développer rapi-

dement (figure 15 c). A partir du 20 e jour, nous assis-

tons a l'allongement des tiges et & la formation de pous-

ses feui

llées.

L'enracinement a été facilement obtenu.

La figure 15 et le tableau III indiquent les différents

résultats enregistrés avec la culture in vitro du cotylé-

don de m

anioc.

Comme nous l'avons déja noté (MABANZA et JONARD

1983}p), L'obtention de plantes entiéres a partir de coty-

lédon est relativement aisée. La plante entiére est régé-

nérée aprés 25 jours. Cette régénération dépend de 1'age

du cotyl

édon ;

en effet, nous n'observons pas d'organogé-
]

nése avec les explants issus de fruits récoltés au stade

laiteux

; les cotylédons prélevés dans les semences au

stade pateux fournissent des cals abondants qui peuvent

initier des bourgeons ;

les graines miires donnent des co-

tylédons qui développent les bourgeons a partir des zones

superficielles, avec une faible induction callogene.

Tableau

LT =

Comportement en culture in vitro des coty-

lédons suivant 1'a3ge des semences. La culture
est faite sur le milieu de MURASHIGE ET SKOOG

renfermant 1 mg/1 de BAP, 1 mg/l ' ANA et
0,1 mg/l AG,

Stade de maturation| Nombre Callo-| Caulo -{ Rhizo-| Forma- | Temps
d'ex- génése| génése génese | tion en jours
plants des

plaptes
- : :
g laiteux 12 -+ - - O % -
& pateux 48 b + Joobe 20 ¥ | 20-50
)
g Q immatures 96 o ++ ++ 50 % 30-45
W2 mires 96 e+ ++ 90 % | 25-30

Le signe + iudique l'existence du phénoméne,

signe - son absence.

le
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Une callogénése abondante se produit rapidement
chez les explants d'apex. L'explant de O,2 é 0,3 mm de
diamétre, lors de son ensemencement, peut aprés 7 jours
donner un cal de 1 a 2 mm de diamétre. La croissance de
ce cal est ensuite ralentie, puis totalement blogquée au

bout de 10 jours.

Au moment ou la callogénése est stoppée sur les
explants de 0,2 a 0,3 mm, des bourrelets verdatres s'in-
dividualisent au niveau du ddme apical et la croissance
de l'explant reste inchangée, méme pendant un mois, si
nous ne le transférons pas sur un nouveau milieu de cul-

ture.

L'inhibition du développement des explants cons-
tatée pour 1l'ensemble des explants isolés sur le milieu
1 (MS + BAP = 0,5 mg/1l , ANA = 1 mg/1 et AGy = 0,1 mg/1
nous a amené a réaliser des transferts sur d'autres mi-

lieux.

Ces explants, bloqués apres 20 jours lorsque le
cal atteint 2 mm a 3 mm de diametre, sont transférés une
premiére fois sur le milieu 6. Les cals vont alors se dé-
velopper pour passer de 2 mm a 10 mm de diametre en 10
jours. Parallélement, nous observons une formation de
touffes feuillues. Un second transfert sur milieu 4 (MS +
BAP = 0,1 mg/l °~ et ANA = 0,2 mg/l ') permet le développe-
ment de ces pousses formées, et favorise leur élongation.
Les pousses de méme taille peuvent étre développées jus-

qu'au nombre de 4 sur le méme cal (figure 16).

Il est donc possible d'obtenir de nombreuses
pousses feuillées a partir d'un seul apex caulinaire de
manioc d'un diameéetre compris entre 0,2 mm et 0,4 mm
(MABANZA 1982, MABANZA et JONARD 1981). Lorsque le dia-
métre de l'explant est inférieur a 0,2 mm, nous avons tres

peu de chance de régénérer une pousse feuillée.
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A

Initiation de nombreux bourgeons et inhibition de la croissance de
l'explant (milieu 1). Les apex de M. glaziovii Muell se sont com-
portés de la méme maniére.

B: dévéloppement de nombreuses pousses feuillées touffues sur le milieu 6

: Dévéloppement de nouvelles pousses sur le cal des pousses repiquées

sur le milieu 15.

: Le dévéloppement de la plante en serre n'a présenté aucune variation

apparente. Ces plantes n'ont pas montré des symptdmes de mosaique si
on les comparait 3 celles obtenues par simple microbouturage in vitro
d partir d'une méme plante mére (E).

: Plante du cultivar MM 78 issue de microbouturage in vitro. Contraire-

ment aux plantes issues de la culture d'apex (D),elle montre des symp—
tdmes prononcés de mosalque.

Fig. 16: POTENTIALITES ORGANOGENES DU MANIOC: DEVELOPPEMENT DE
NOMBREUSES PLANTES A PARTIR D'UN SEUL EXPLANT APEX DE
0,2 A 0,4 mm DE DIAMETRE.
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Le transfert des pousses néoformées sur le mi-
lieu 15 (MS + ANA = 0,05 mg/l ) développe des racines
viables en l'espace de 5 jours sur le cal, ou directe-

ment sur les pousses repiquées sans cal a leur base.

Au niveau du cal de la pousse repiquée se dé-
veloppe de nouvelles jeunes pousses ; le cal continue a
croitre et d'autres amas méristématiques se développent
avec la méme vigueur. Apres 10 jours, en séparant les
pousses nouvellement formées (tableau IV) avec leur cal
a la base, un autre repiquage permet d'obtenir une autre
série de nouvelles pousses (MABANZA 1982, MABANZA et
JONARD 198l1). Dans les cas les plus favorables, le trui-
sieme repiguage a aussi fourni de nombreuses pousses vi-
goureuses.

Tableau IV : Obtention de plusieurs pousses a partir d'un

explant unique.
Apex du cultivar CB

Diaméetre de l'explant : 0,2 mm - O,4 mm

Eclairement : 2200 lux.
Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3
Apex n° Nombre de pousses Nombre de pousses
1 4 4 + de nombreux bourgeons
2 3 7 i
3 2 2 1]
4 1 1 "
5 2 2 "
6 2 2 "
7 Nombreux bourgeons Nombreux "bourgeons
Total 7 14 + de nombreux 18 + de nombreux bourgeons
bourgeons capables de se développer

en pousses au niveau 4

Le niveau représente 1'ordre de repiquage de
l'explant ; le niveau 1 constitue donc 1l'ensemencement.
En séparant les pousses obtenues au moment du repiquage sSur
le milieu 15, dans cette expérience, nous arrivons a obtenir
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a partair de 7 explants-apex de départ, 18 plantes viables
apres deux repiquages successifs (30 jours) avec de .nom-
breux bourgeons. Nous devons aussl noter gque les explants
de grande taille (0,4 mm) (n° 1 et 2) développent beaucoup
plus de plantes que les explants de faibles dimensions
(0,2 mm) (n® 3 - 7). Les mémes résultats sont enregistrés
au niveau du cultivar Malela 1 (MABANZA 1982).

Pour KARTHA et al. (1974), l'obtention de plante
de manioc se faisait en une seule étape apreés 25 jours
(LTU 1975 : NAIR et al. 1979 ; KARTHA 1975, 1978 : KAISER
et TEEMBA 1978 ; ADEJARE et COUTTS 1981).Nos travaux n'ont
pas permis l'obtention de plante en une seule étape sauf
pour les explants dont le diametre est supérieur a 0,5 mm.
Nos explants développent un cal abondant dans lequel
s'initie la néoformation de bourgeons qui ne se développent
en pousses feuillées que lorsgue les explants passent au

moins 10 jours sur le milieu 4.

L'obtention de nombreuses plantes a partir d'un
seul explant-apex nous a permis de mettre au point une
technique de multiplication cldénale rapide du manioc. En
35 jours, nous pouvons dans les meilleures conditions ob-
tenir 30 a 50 plantes viables, capables de se développer
en serre. Ces plantes transférées en serre n'ont montré
aucune variation apparente et, méme apres b mois, ellies

n‘ont pas présenté des symptdmes de mosaique (fig. 16).

4 - 2.4. Discussion

Ces essais montrent qu'il y a possibilité d'ob-
tention des plantes saines par la culture de l'apex cau-
linaire. Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus
antérieurement par KARTHA et al. (1978, qui notaient 60 %
de plantes indemnes, obtenues a partir de la culture de
méristémes. Des résultats semblables ont été aussi enre-
gistrés par KAISER et TEEMBA (1979) et COUTTS et ADEJARE
1981. Dans notre cas, de nombreuses plantes saines peuvent

étre obtenues a partir d'un seul méristeme en un temps



relativement court (30 jours). Ceci nous permet de dispo-
ser d'un matériel de choix, favorable a l'isolement des

protoplastes.

La néoformation de nombreuses plantes a partir
des organes juvéniles (cotylédons et apex caulinaires) sou-
ligne les potentialités organogénes des tissus de manioc

cultivés in viitro.

4 - 3. ISOLEMENT ET CULTURE DES PROTOPLASTES CHEZ LES DEUX
ESPECES

Les conditions d'isclement des protoplastes ont
été discutées au cours de nos publications antérieures
(MABANZA 1982, MABANZA et JONARD 1983). Nous avons réuni
dans le tableau V les résultats concernant les quantités
de protoplastes obtenus a partir de nos divers cultivars.
Il convient de noter gue les vitesses basses de centri-
fugation (500 g) fournissent pour deux macérations environ
1.10? protoplastes par gramme de limbe et les vitesses
plus élevées (1500g ) des quantités plus grandes. Les
expériences menées précedemment (MABANZA 1982) ont montré
dgue la solution de rincage KCl - Mg 804 7H20 est celle qgui
fournit la plus grande quantité de protoplastes ; cepen-
dant, cette solution induit une forte mortalité dans le
milieu de culture. Nous avons donc décidé pour nos expé-
riences plus récentes, d'employer uniguement la solution
M comme solution de rincage, la vitesse de centrifugation

était de 1000 g.



Tableau V : Quantité de protoplastes isolés pour 5 cultivars
de manioc apres deux macérations. Deux vitesses
de centrifugation ont été utilisées au cours

de ces expériences (500 g et 1000 g).

Quantités de protoplastes isolés (10° prot/g de
o limbe) par les cultivars de
Repetitions
Espece Manihot esculenta Crantz Hybride Espece Mani-
MM 78 Malela 1 CB MA 255 hot glaziovii
1 47,79 20,38 22,44 12,46 41,03
2 45,68 26,47 41,88 23,94 17,86
3 36,40 32,65 24,93 45,0 28,20
4 43,12 45,22 34,43 82,9 43,46
5 - 43,9 30,20 - -
6 - 30,09 74,33 - -
7 - 30,90 69,33 - -
8 - 33,54 35,0 - -
9 - - 22,10 - -
Total 172,99 263,15 354,64 164,9 130,55
Moyenne 43,24 32,89 39,4 41,07 32,63

Les valeurs consignées dans ce tableau montrent
gque nous isolons toujours plus de 1.10’ protoplastes par
gramme de limbe. Les variations observées sont dues a la
vitesse de centrifugation qui a varié de 500 a 15009 . Les
centrifugations a grandes vitesses ont libéré de nombreux
protoplates de faibles dimensions (d'un diametre parfois
inférieur a 10 um).

De plus grandes quantités de protoplastes sont
obtenues lorsque les feuilles macérées sont jeunes, agées
de 4 jours, pour une température supérieurea 25° C. Nous

avons noté d'autre part que les protoplastes isolés a partir



des feuilles de plantes cultivées in vitro ont des dimen-
sions comprises entre 10 um et 30 um de diametre, dans

des proportions relativement identiques. Les protoplastes
isolés a partir des feuilles des plantes cultivées en
serre par contre ont en majorité des diametres de 20 um

ou plus (MABANZA 1982) (figure 17). Leur mise en culture
montre gue toutes ces catégories de protoplastes sont
également viables. Nous n'avons noté aucune différence
d'apparence entre les protoplastes des cultivars de Manihot
esculenta Crantz (MM 78, Malela 1, CB) de l'espéce Manihot
glaziovii Muell et ceux de 1'hybride sexué entre les deux
espéces (MA 255).

La mise au point d'une technique d'isoclement
d'une quantité suffisante de protoplastes viables est donc
apres le microbouturage in vitro, la seconde étape gque nous
avons franchie pour la réalisation de notre dispositif
expérimental. Nous pouvons par conséguent disposer de ma-
tériel végétal en quantité suffisante au moment voulu et
dans des conditions parfaitement reproductibles. Avec notre
technique, nous pouvons unigquement a partir de quelqgues
feuilles de plantes obtenues <in vitro , dans des conditions
rigoureuses d'asepsie, opérer des isolements largement
productifs pour satisfaire les besoins de notre expérimen-
tation. D'une maniére pratique, nous devons encore signaler
que la manipulation de quantités faibles de matériel végé-
tal, nous a aidé dans l'obtention des cultures sans conta-

minations.

4 - 3.2. La_mise en culture des protoplastes
4 - 3.2.1. Culture des protoplastes de Manihot esculenta
Crantz

LR R )

Au cours de nos travaux antérieurs, nous avions

signalé gue les protoplastes de manioc n'évoluaient pas de



Figure 17 : Pourcentage de protoplastes de différents
diametres obtenus & partir des feuilles des

cultivars Malela 1 et CB
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maniére satisfaisante dans les milieux de culture utilisés
sur le tabac par CABOCHE (1980) et par MEYER (1981), ce

quil nous avait conduit a composer le milieu M.

La mortalité des protoplastes observée dans le
milieu M, 2 jours apreés leur mise en culture, est faible,
de l'ordre de 10 %. Ce milieu a de plus l‘'avantage de
conserver les cellules en bon état pendant un mois sans en
altérer la viabilité. Lorsqu'aprés l'isolement, nous gar-
dons les protoplastes a l'obscurité a 28° C pendant 2 jours,
si nous les exposons ensuite a un éclairement continu pen-
dant 3 semaines, nous observons alors une évolution des
protoplastes en cellules viables, capables de proliféra-
tion, pour former des colonies. Le premier phénomene ob-
servé est toujours une prolifération par bourgeonnement

des cellules.

4 - 3.2.1.1. Le bourgeonnement des protoplastes

Ce mécanisme de prolifération non habituel chez
les végétaux supérieurs a été observé pour 1l'ensemble de
nos cultures. Il intervient tres t&t aprés un jour de cul-
ture. Dans le milieu de culture M, 1l manifeste son am-
pleur maximale au 7e jour (pres de 80 % de cellules en
culture) pour décroitre rapidement par la suite. Il est
presgque nul au 15e jour (figure 18). Nos observations mon-
trent que dans la majorité de nos cultures, les cellules
bourgeonnent (figures 18, 19), puis souvent se séparent
(figure 20). Les cellules bourgeonnées et séparées peuvent
a nouveau bourgeonner et se séparer une seconde fois. Ce
phénomeéene va donc augmenter le nombre de cellules uniques
présentes dans le milieu de culture (figure 25}, aux
environs du l2e jour. Cependant, les cellules bourgeonnées
peuvent ne pas se séparer (figure 19). Elles forment alors
ce gue nous avons appelé des "pseudo-cals" par simple

agglomération de cellules sans structure organisée (fig. 21)

(MABANZA, 1982).



Fig. 18: Le bourgeonnement chez les protoplastes du cultivar Maléla 1.
On observe une constriction dans la zone médiane du protoplaste avec par-
tage €gal ou non dy cytoplasme.(la barre = 20‘/um)

Fig. 19: Bourgeonnement avec cellules filles non séparées. On remar-
que les 2 grandes cellules et les 2 petites cellules agglomérées.

Fig. 20: Bourgeonnement avec séparation de cellules filles.

Fig. 21: Formation de pseudo cal par des cellules bourgeonnées et non
séparées ( la barre = ZO/gn1).

Fig. 22: Bourgeonnement, division nucléaire puis descente de 1l'un des
noyaux fils dans 1'autre poche de bourgeonnement (les fl&ches montrent
les noyaux fils).

Fig. 23: Cellules bourgeonnées et agglomérées, avec leurs noyaux
(indiqués par les fléches)

Fig. 24: Une cellule binucléées.

60



Figure 25 : Evolution des protoplastes de Manihot

esculenta Crantz dans le milieu M.
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Les deux premiers phénoménes observés dans les

premiers temps de la culture des protoplastes de manioc :

le bourgeonnement et la présenge des cellules uniques. Les
cellules uniques diminuent gquand le pourcentage des bour-
geonnements cellulaires augmente. A partir du 7e jour apres
avoir atteint la valeur maximale de 88 %, les cellules bour-
geonnées se séparent, le taux de cellules en bourgeonnement
diminue, tandis que le taux de cellules unigues augmente

(au 12e jour) puis devient presque nul au moment ol toutes
les cellules vont se diviser par clivage vers le 20e jour.

Des observations faites aprés coloration des
noyaux a l'orceine montrent que les cellules bourgeonnées
séparées ou agglomérées sont des cellules parfaitement via-
bles, possédant un noyau capable de caryocinése pour former

des noyaux fils viables (figures 22, 23).

Ce phénoméne de bourgeonnement trés faible a
partir du l6e jour, disparait presque totalement apres le
20e jour. Dans beaucoup de cas, le bourgeonnement donne
lieu a une cytodiéreéese qui forme des cellules filles de

dimensions plus ou moins égales (figure 18). Cependant,



nous avons observé beaucoup de situations o, méme dans
les cultures les mieux réussies, les cellules filles is-
sues du bourgeonnement présentaient des dimensions treés
inégales (fig. 19). Certaines peuvent avoir un trés gros
noyau avec trés peu de cytoplasme, d'autres, dans les
cultures oll nous observons une forte mortalité {(plus de
20 %) se présenteront comme des poches de bourgeonnement

sans noyaux asscciées d des cellules binucléems(figure 24).

Dans les cultures réussies 34 la mortalité fai-
ble (10 %), le bourgeonnement conduit toujours a 1l'obten-
tion de cellules filles parfaitement viables, capables

de reformation de parois pecto-cellulosiques.

Ce phénoméne de bourgeonnement a retenu 1l'at-
tention de quelques chercheurs (DUTUIT 1981, NAGATA et
TAKEBE 1970, MEYER 1981). Beaucoup ont pensé gu'il s'agis-
sait 138 d'un état pathologique, ce n'est pas 1l'avis de
MEYER (1981) gui a montré gque le bourgeonnement chez le
tabac était dans le milieu WO 6, accompagné d'une caryoci-
nése normale gui se réalise soit avant, soit au moment de
la cytodiérése. Ce gue nous avons é&galement observé dans
nos cultures sur manioc (fig. 22). Bien gue nous ayons
des cellules filles issues du bourgeonnement, gqui présentent
des dimensions identiques, beaucoup de cellules, cependant,
sont de dimensions trés inégales (fig. 19, 23). Ce mode de
division peut alors dans ces conditions &tre un facteur de
création d'une diversité cellulaire dans nos colonies issues

de protoplastes.

Pour notre part, nous considérons le bourgeon-—
nement comme un élément important de notre dispositif ex-
périmental, en tant que mécanisme capable de créer une

diversité au sein de la colonie cellulaire.



3 - 3.2.1.2. La prolifération par clivage

Celle observée sur les cellules de manioc est
celle décrite antérieurement par NAGATA et TAKEBE (1970).
Flle équivaut 3 une division de la cellule mére en deux
cellules filles approximativement égales. Les cellules fil-
les ne se séparent pas, étant reliées entre elles par une
lamelle moyenne développée au niveau de l'ancienne plaque
métaphasique (fig. 28). Ce mode de division n' a été obser-
vé que sur certains milieux (MABANZA 1982 ; MABANZA et
JONARD 1983 a). Les milieux concentrés en é€léments minéraux
ou avant une pression osmotique forte (prés de 0,7 M) n'ont
jamais initié des divisions par clivage. Des observations
complémentaires ont montré que par contre, le bourgeonne-
ment se réalisait aisément dans ces milieux, & forte teneur
en éléments nutritifs avec pour conséquence une absence de
reconstruction des parois cellulaires. Comme 1l'a souligné
MEYER (1981), la formation effective des parois cellulaires
apparait dans nos expériences comme la condition préalable
a la division cellulaire par clivage. Lorsque les conditions
de culture sont satisfaisantes, les cellules ayant alors
formé leurs parois peuvent rentrer en clivage (fig. 26, 27,
et 28).

La figure 36 montre que les divisions par cli-
vage interviennent trés tdt dans le milieu M, dés le 5e
jour ; mais restent peu nombreuses pendant une semaine en-
viron. Au contraire, une grande majorité de cellules ne
possédant pas encore de parois vont bourgeonner. A partir
du 1l0e jour, l'ensemble des cellules de la culture vont
reformer leurs parois. Cette situation nous conduit alors
3 une entrée en clivage de toute la population cellulaire
aux environs du 1l5e jour. Ceci explique la chute des taux
de cellules unigues et de bourgeonnements observée a cette
période (fig. 25). Par la suite, les cellules qui se divi-
sent par clivage enchainent leurs divisions successives pour
former des colonies (fig. 28, 29, 30, 33 et 34).



Fig. 26: Protoplaste fraichement isolé (la barre 20‘/hm Ys

Fig. 27: Formation des parois cellulaires. e

Fig. 28: Division par clivage. Fig. 29: Cellule & son 2 clivage

FiG. 30: Micro cal formé 3 partir d'une cellule unique. Il présente
un dévéloppement régulier (la barre = 50 m) .

Fig. 31: Bourgeonnement d'une cellule sans parois. Fig. 32: Bourgeon-
nement et non sépation de cellules filles, puis formation des parois

Fig. 33: Division par clivage aprés un bourgeonnement sans séparation
de cellules filles. La fléche montre le niveau du bourgeonnement.

Fig. 34: Cal issu de cellules bourgeonnées non séparées. On observe une
polarité dans le dévéloppement du cal (fléche).

Fig. 35: Obtention de cals viables sur milieu gélosé.
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Figure 36 : Courbe de bourgeonnements (en pointillés) et
de divisions par clivage (en traits pleins)
des protoplastes du cultivar Malela 1 dans le

milieu M. La densité& de culture est de 2,8.105

protoplastes par ml.
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Ces cals ainsi constitués sont nombreux et
viables; au 20e jour, ils mesurent environ 0,2 3 0,4 mm
de diamétre et peuvent alors &tre transférés sur milieu

gélosé ot ils vont proliférer activement (fig. 35).

4 - 3.2.2. Action de différents facteurs sur le dévelop-

L I . T A I I R I L R N T R S P R S I I S

pement des protoplastes de manioc

L I I L R I A R Y I S S LR

4 - 3.2.2.1 Le milieu de culture

Nous n'avons pas pu confirmer le succés obtenu
sur manioc par SHAHIM et SHEPARD en 1980 avec le milieu CL
gélosé qui renfermait des teneurs élevées en é€léments miné-

raux. Un autre milieu concentré, préparé par MEYER (1981)



pour le tabac n'a pas induit également des divisions par
clivage. Le milieu M plus dilué en macro et micro-éléments
par rapport a l'ensemble des milieux utilisés jusqu'ici

sur la culture des protoplastes est celui qui nous a fourni

de meilleurs résultats.

I1 convient de signaler que la conception d'un
milieu de culture reste encore "empirique", sans recherche
précise, pour chaque matériel végétal, de 1'équilibre 2
observer entre les différents éléments composant ce milieu.
Nous ne pouvons affirmer que la prolifération des proto-
plastes de manioc nécessite un milieu fortement dilué. En
effet, le milieu CL 10 fois plus concentré que notre milieu
M en macro-&léments a permis le développement des protoplas-
tes sur certains cultivars de manioc selon SHAHIN et SHEPARD
(1980) . Nous avons pu cependant constater que le milieu M
permet la conservation des protoplastes de manioc pendant
un temps relativement long sans en altérer la viabilité.

Et, sur ce milieu, .lorsque les autres conditions de cultures
sont favorables, l'entrée en division par clivage se fait
d'une fagon homogéne et la formation des cals intervient

d'une fagon précoce entre la 2e et la 3e semaine de culture.

La mise au point du milieu M capable de fournir
des cals viables que nous pouvons manipuler facilement sur
milieu gélosé est la 3e étape franchie pour la réalisation
de notre dispositif expérimental. Ceci implique gu'une
variation induite au sein d'une cellule viable peut, si
elle est transmissible, &tre entretenue au sein de notre
culture par la voie des clivages successifs et la formation

des cals viables facilement développés sur milieu gélosé.

Aprés la mise au point du milieu M favorable au

développement des protoplastes de manioc, nous avons cherché



3 connalitre les effets d'un apport en quelques éléments
minéraux ou non a des quantités variables 3 ce milieu M,

considéré comme milieu de base.

4 - 3.2.2.2. Apport en Ca C12 2H2 0

Le Ca Cl2 2H2 O peut servir dans la solution
de plasmolyse au niveau des isolements de certains proto-
plastes, notamment au niveau des graminées. Nous n'avons
pas obtenu des résultats encourageants en étendant son
utilisation & 1l'isolement des protoplastes de manioc. Nos
résultats antérieurs enregistrés avec les milieux de cul-
ture utilisés par CABOCHE (1980) qui renfermaient 440 mg/l

de Ca Cl2 2H2 O indiquaient l'apparition précoce de nécroses.

Cette observation nous a conduit & utiliser des gquantités

inférieures pour le manioc.

Les figqures 37, 38 et 39 indiquent que les trés
faibles quantités de Ca C12 2H2 0 (126 mg/l ) induisent
le déclenchement précoce de nombreuses divisions par clivage,
cependant les cals formés, trés petits, sont peu développés
au 2le jour. Avec une concentration de 226 mg/l , nous ob-
tenons la formation de cals importants qui se nécroseront
trés rapidement dans le milieu de culture. Les teneurs de

176 mg/1 en Ca C12 2H2 0 fournissaient de nombreux cals

développés avec peu de nécrose et une viabilité parfaite.

Les figures 38 et 39a indiquent que les résultats
obtenus sur le cultivar CB sont semblables & ceux observés

avec le: cultivar Malela 1.

NO

4 - 3.2.2.3. Apport de NH4 3

Les effets d'un apport de NH, NO, ont été diffi-

ciles i déceler avec le milieu M du fait d'une mortalité
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Figure 37 : Divisions par clivege chez les protoplastes du
, cultiver Melele 1. L'observation est feite Ppreés
.ll jours en fonction de 1e teneur du milieu en
Ce Cl2 20, O (@ltiver Melele 1)

% protopl estes divisés L'apport des quantités les
plus faibles de Ca Cl1l2 2H20
induit des divisions par cli-
vages. Cependant, les guan-

126 mg/1 tités de l'ordre de 126 mg/1l
176 ma/1 n'induisent que des colonies

. de faibles dimensions et les
226 mg/1 quantités plus élevées (326

mg/l .) n'induisent que des
cals nombreux et compacts,
mais souvent nécrosés a par-
tir du lle jour de culture.

Figure 38 : Courbes de division par clivage, associées

a différentes quantités de Ca C12 2820 (cultivar CB

100 % protoplastes divisés

176 mg/l

126 mg/1 -

Avec Ca C1l. 2H_ 0

2 2
5 126 mg/Ll : cals précoces
mais de faible dimension:
176 mg/1 : cals bien

développés, viables et
sans nécrose ;

326 mg/1l : cals tres dé-
veloppés, mais avec nécro-
ses a partir du lb5e jour
de culture

4 8 12 16 Temps (jours)
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Figure 39 : Effets d'apport de Ca Cl2 2H.O observés sur la prolifération par clivage
(a) et la prolifération par gourgeonnement (b) des protoplastes du

cultivar Malela 1.

a) La guantité 170 mg/1 correspond a la b) Apres le 1l7e jour, on observe des taux
guantité couramment utilisée dans nos trés faibles de bourgeonnements

expériences assurant une bonne viabilité
des cellules

% protoplastes clivés

100

100 -§% protoplastes bourgeonnés

75

50

25

4 8 12 16 20 4 8 12 16 20
Temps {jours) Temps (jours)
Apport en Ca Cl, 2H,0 : 126 mg/l (traits pleins)

2 2
176 mg/1 (en tirets)

326 mg/l  (en pointillés)
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importante enregistrée au cours de cette série expérimen-

tale.

Comme nous le signalent les histogrammes de

la figure 40,

Figure 40 : Effet d'un apport de NH4 NO3 sur les protoplastes
du cultivar Malela 1.

% Protoplastes Nous obtenons la formation de
cals avec des quantités faibles
de 400 & 600 mg/l , mais ces
cals se nécrosent trés rapide-
400 mg/1 ment. De méme, les quantités de
600 mg/1 1200 mg/1 - induisent une trés
800 mq/1 forte mortalité dans le milieu
de culture aprés le lle jour.
1200 mg/1 Les teneurs en NH3 NO3 de 800

mg/1 sont les plus favorables.

teneur en NH4 NO3

les teneurs en NH4 NO3 de 400 & 600 mg/1 conduisent a la

formation de cals ; trés tdt cependant, les nécroses appa-
raissent qui vont altérer la viabilité des cals formés.

Avec les quantités de 1200 mg/1 nous observons une morta-
lité totale sur le cultivar Malela 1 aprés deux semaines de
culture, alors que le cultivar CB supportait méme le milieu M

qui contient 1200 mg/l de NH4 NOB’ 800 mg/1 de NH4 NO3

nous fournissaient les meilleurs résultats pour tous les
cultivars utilis&s et conduisaient 3 la formation des cals

viables.



4 - 3.2.2.4. Apport du mannitol

Le mannitol est le seul stabilisateur osmotique
que nous ayons utilisé&. Dans nos travaux antérieurs (MABANZA
1982), nous avons constaté que les pressions osmotiques
fortes (0,6 M a4 0,7 M) ne favorisaient pas 1'induction des
divisions par clivage {(milieu WO 6 et milieu F}. Nous avons
donc dans nos expériences récentes, employé des pressions

osmotiques plus faibles.

Des divisions par clivage précoce sont obtenues
avec les pressions faibles (0,45 M). Les figures 42 et 43

montrent :

Figure 41 : Effets de 1la pression osmotique du milieu de
culture étudiés par l'apport du mannitol dans

le milieu de base M (cultivar Malela 1)

La pression de 0,5 M dans % protoplastes divisés
le milieu de culture induit _

N , : 1 =0,45M
d'une fagon précoce

(9 jours) un départ 2 =0,5 M
massif en clivage des _

cellules. Avec 0,45 M 3=0,53 M
et 0,65 M, nous obte- 4 = 0,65 M

nons des clivages mais
trés t6t les cals formés
se nécrosent.

Les pressions 0,5 M -
0,55 M maintiennent les
cals viables jusgu'a 30 22
jours sans changement de
milieu de culture (voir 10
aussi figure 42).

50

pressions mo-
laires du mi=-
lieu de culture

que si le cultivar Malela 1 fournit de bons résultats avec
la gamme de pressions molaires situées entre 0,45 M et 0,69 M,
par contre les protoplastes du cultivar CB se développent

difficilement dans les solutions ayant des pressions molaires
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Figure 42 : Effets de la pression osmotique du

des protoplastes : a) clivages ; b)

milieu de culture sur le développement
bourgeonnements. Ces effets sont

étudiés au moyen de 1'apport du mannitol dans le milieu M (cultivar Malela 1)

42a) Courbes de prolifération
par clivages

% protoplastes clivés

4 8 12 16 20
Temps (jours)

Les pressions molaires de 0,50 M et 0,53
cellules. A partir du 19e jour de culture,

42b) Courbes de prolifération
par bourgeonnements

% protoplastes bourgeonnés

=

o O, 45

*——-—-* O,SO

eeoe 0,53

O—o0 0,65 %

X =

(pressions molaires du milieu
de culture)

Temps (jours)

M assurent une meilleure viabilité des
les taux des bourgeonnements sont nuls.



inférieures a8 0,5 M ou supérieures 3 0,55 M. En ce gui
concerne le cultivar Malela 1, les pressions faibles (0,45 M)
induisent de trés nombreux cals peu développés tandis que
les pressions élevées (0,55 M) permettent la formation de

volumineux cals compacts.

La pression la plus favorable pour nos cultures
est celle qui correspond a 0,5 M, soit un apport en man-
nitol de 0,37 M. Notons que notre milieu M posséde une pres-

sion de 0,53 M, soit un apport en mannitol de 0,4 M.

Figure 43 : Courbes de divisions par clivage, obtenues sur
le cultivar CB avec différentes pressions mo-

laires du milieu de culture.

0,53 M

Contrairement au cultivar
Malela 1 chez lequel les
protoplastes ont un compor-
tement différent pour des
pressions molaires comprises
entre 0,45 M et O,65 M
(fig. 41 et 42), les proto-
plastes du cultivar CB sup-
portent fort mal les pres-—
sions inférieures 3 O,5 M
ou supérieures a 0,55 M.

temps (jours)

4 - 3.2.2.5. Les apports en phytohormones

A la suite d'expériences préliminaires, nous
n'avons utilisé ici gue devx catégories de phytohormones

une auxine, l'acide naphtalé&ne acétique (ANA) et une cyto-
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Fig. 44 : Teneur en BAP : 0,5 mg/l

Figure 45 : Teneur en ANA ° 4 mg/l

ANA og—o 3 mg/l1

~ —e 4 mg/l - BAP . 0.5 mg/1
! Y—k 12 mg/1l : Y*—ak 1 mg/1l
o % last livé
10 % protoplastes clivés 100 % protoplastes clives

4 8 12 16 20

4 8 12 16 20
Temps (jours)

Temps (jour

C'est a partir de 4 mg/1 gque nous avons obtenu de meilleurs résultats. Avec 12 mg/1l nous ob-
servons une apparition massive et précoce des clivages, 10 jours aprés cependant, les membranes
des cellules deviennent fines et les cellules forment plutdt des pseudo-cals. Les meilleurs

résultats sont obtenus en présence de 0,5 mg/l de BAP. Une mortalité est observée avec 2 mg/l
de BAP. -



kinine, la benzylaminopurine (BAP). Les concentrations en

ANA variaient de 0 a 12 mg/1 avec une concentration as-
sociée en BAP égale a 0,5 mg/l . Les teneurs en BAP variaient
de O a 2 mg/l avec une teneur associée en ANA égale a

4 mg/l .

Les figures 44 et 45 nous indiquent les résul-
tats obtenus avec le cultivar Malela 1 en présence de deux
phytohormones. Les observations effectuées signalent gue
les meilleurs résultats sur la division par clivage et
sur la formation de cals sont enregistrés & partir de 3 mg/l
d'ANA, associés d 0,5 mg/1 de BAP. L'absence d'ANA n'in-
duit aucune division par clivage et conduit & une nécrose
des cellules a partir du 6e jour de culture. L'augmentation
des teneurs en ANA entraine une apparition précoce des
divisions et la formation des cals wviables, en moins de
2 semaines. A partir de 7 mg/1l cependant, nous observons
la formation de nombreux petits cals et avec 12 mg/l , &
partir du 1lOe jour de culture, les cellules issues pour-
tant de division par clivage présentent une paroi de plus
en plus fine, et deviennent parfaitement rondes. Les cals
ont plutdt l'apparence des agglomérats cellulaires ren-
contrés lors du phénoméne de bourgeonnement. Au 1l9%e jour,
nous n'avons obtenu gqu'une faible quantité de cals bien

constitués (20 %).

La concentration en BAP de 1 mg/1 initie des
cals tréc peu développés et sujets 3 des nécroses si l'on
ne change pas rapidament de milieu de culture par un milieu
neuf. Avec 2 mg/l = de BAP, nous observons une trés forte
mortalité. L'association la plus favorable au développement
des protoplastes a8 4 mg/1 d'ANA et 0,5 mg/1 de BAP a

donc été choisie.

4 - 3.2.2.6. Le rdole de la densité& de culture

La majorité des travaux insistent trés peu sur

le r6le de la densité de culture des protoplastes. Pourtant,
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le développement des protoplastes dans le milieu M n'est
satisfaisant gue lorsque la culture est réalisée avec une
densité convenable, méme .si nous pouvons observer des
divisions par clivage avec des densités de culture trés
variées. Ces densités de culture différentes peuvent in-
fluencer profondément l'équilibre existant entre les deux
types de prolifération décrits : le bourgeonnement et le
clivage. Le bourgeonnement est plus marqué dans les cultures
a faible densité de protoplastes. Par ailleurs, des agré-
gats cellulaires se forment lorsque la densité de culture
est trop élevée. Ces cellules agrégées restent viables et
peuvent bourgeonner pour former des agglomérats désorga-
nisés. Et, lorsque les cellules reforment leurs parois .
pectocellulosiques, elles rentrent en division par clivage
et forment alors dans ces conditions, des amas de cals a

structure désordonnée.

Ces phénoménes de bourgeonnement et d'agrégation
des cellules en fonction de la densité& de culture peuvent
étre influencés par la mortalité qui affecte trés souvent
la culture des protoplastes. Nous avons vu (MABANZA 1982)
que dans nos expériences, la mortalité& habituelle était de
10 ¢ environ pour les cultivars Malela 1 et CB. Cette mor-
talité peut varier pour une culture donnée, car elle est
souvent liée 4 la technique d'isolement des protoplastes,
1'état physiologique de la plante mére, a la pureté des so-
lutions enzymatiques et au milieu de culture. Aussi, lors-
gu'une culture subit une forte mortalité, alors la densité
de culture diminue et la formation d'agglomérats cellulaires
par bourgeonnement est trés importante ; mais on peut aussi
observer des phénoménes d'agrégation, provogqués par la to-
xicité du milieu, due aux débris cellulaires qui libérent

des métabolites toxiques.

La figure 46 montre que les densités de culture
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Figure 46 : Effets de la densité de culture des protoplastes (exprimee en 105

Prot/ml) sur la prolifération des protoplastes de manioc (Manihot
esculenta Cv Malela 1)

Les densités de culture convenables sont celles comprises entre 2 et
3,5.10% prot/ml. L'apparition des clivages est trés tardive pour les -
densités inférieures a 2.10° prot/ml ou pour celles supérieures a 3,5.1C-
prot/ml.

% protoplastes clivés

100 »
2 3:50 4,2
/0 4,5
0
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utilisables pour le cultivar Malela.l dans le milieu M
sont situées entre 2 et 3,5. 105 protoplastes par milli-
litre. Ainsi, avec 2.105 protoplastes par millilitre, -.
nous observons avant le 7e jour, environ 60 % derdivisions

par clivage, ce gqui conduit & la formation de trés nom-

breux petits cals microscopiques, en moins de deux semaines.

Pour les densités supérieures & 2.105 proto-
plastes par millilitre, les divisions par clivage apparais-
sent au cours de la premiére semaine de culture et demeurent
peu importantes jusqu'a 15 jours, période a laguelle toute
la culture entre alors en divisions par clivage (fig. 46) ;
ce gqui conduit & l'obtention de colonies parfaitement ho-
mogénes, d'environ 0,3 mm de diamétre dés le 20e jour de
culture. Les densités de culture plus faibles, comme celles
plus fortes, induisent un clivage trés tardif vers le 1l0e

jour de culture (fig. 46).

4 - 3.2.2.7. Le rdle de la température

La température joue également un rdle détermi-
nant dans 1l'évolution des protoplastes au sein de nos cul-
tures. Les expériences menées a4 25° C et 4 28° C montrent
que si nous observons un bourgeonnement important des cel-
lules, quelle que soit la température utilisé&e, par contre,
le taux de division par clivage n'est que de 10 % & 25° C

~

alors gqu'il dépasse 90 % & 28° C.

7 Protoplastes

O bourgeonnements

clivages

Le pourcentage de cellules bour-
geonnées, bien que moins fort a
25° C est toujours important pour
les deux températures. Le clivage
de 10 % environ a 25° C monte a

90 % vers 28° C.

* % % % k k %

Températures



Il semble donc gqu'il existe un seuil en-dessous
duguel la division par clivage ne s'observe pas ; ce seuil

-

se situerait & 25° C pour nos conditions d'expérimentation.

4 - 3.2.2.8. Les différentes voies d'évolution des
protoplastes

1 - Le premier mécanisme de division gque nous
décrirons est le bourgeonnement qui conduit & la formation
d'agglomérats cellulaires sans structures organisées. Ces
agglomérats constitués de cellules filles, non séparées,
peuvent compter plus de 10 cellules. Ils sont dans le milieu
M moins compacts que dans le milieu F (MABANZA 1982), ol
ils constituent de véritables "pseudo-cals". Si dans le
milieu F, ces agglomérats restent sans évolution, dans le
milieu M toutes les cellules peuvent rentrer en divisions
par clivage & partir du 1l5e jour de culture. La formation
de ces pseudo-cals constitue pour notre étude, la premiére
voie d'évolution du protoplaste. Elle-east observée guand
le milieu ou les conditions de culture ne sont pas favora-
bles &3 la formation des parois cellulaires et a 1l'induction

des divisions 'par clivage.

2 - La deuxiéme voie commence également par un
bourageonnement, mais trés tdt les cellules bourgeonnées non
séparées reforment leurs parois, puis se divisent par cli-
vage, et, constituent des cals viables. Sur ces cals, nous
pouvons observer deux pdles de croissance (voir aussi fig.
33 et 34). I1 semble gque les cellules filles issues d'un
bourgeonnement, méme liées entre elles ensuite par une
structure organisée (lamelle moyenne ), imposent chacune
de son c6té un programme de fonctionnement tout d fait dif-
férent, ce gqui aboutit & une croissance dissymétrique du
cal (fig. 34).



3 - Dans la troisiéme voie d'évolution du
protoplaste au sein de nos cultures, les cellules filles
bourgeonnées se séparent. Elles forment leurs parois,
puis se divisent par clivage et forment des colonies au
développement régulier. Si pendant la période de bourgeon-
nement, au moment de la caryocinése il est intervenu des
accidents chromosomiques, nous pouvons donc penser que
chagque cellule fille, issue du bourgeonnement est diffé-
rente de l'autre. En conséquence, les colonies cellulaires
viables, formées seront différentes les unes des autres.
Cette voie augmente donc le nombre de colonies formées et
crée parallélement une diversité cellulaire dans la cul-

ture.

La présence dans nos cultures des cellules via-
bles sans parois pectocellulosiques pouvant ensuite se
diviser par clivage pour fournir des cals viables, présente
un intérét certain dans notre dispositif expérimental. Ainsi,
au cours de nos expériences en milieu sélectif, nous pou-
vons prétendre a un temps d'accoutumance des cellules a la
manihocine assez long, avant que celles-ci ne reforment
leurs parois gui constituent pour elles un organe de pro-

tection.

4 - La quatriéme voie est celle qui initie la
formation rapide des parois et l'entrée en clivage des cel-
lules. Ceci se réalise généralement & partir du 4e jour de
culture, les cals formés sont alors homogénes et présentent
un développement régulier (voir également les figures 27,
28, 29 et 30).

La figure 48 nous permet de mieux comprendre ces
différents mécanismes. Notons que dans le milieu M, ces
quatre voies conduisent, toutes, a8 la formation de cals
viables, capables de se développer sur milieu gélosé aprés

le 2le jour de culture
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Fig. 48: LES DIFFERENTES VOIES D'EVOLUTION DU PROTOPLASTE
OBSERVEES DANS NOS CULTURES

I = Bourgeonnements—p Agglomérats cellulaires
II= Bourgeonnements, clivages, cals 3 croissance
dissymétrique.
III=Bourgeonnements,séparation de cellules,
clivages, cals réguliers. R
IV= Clivages, cals réguliers. )

P = Protoplaste; B = Bourgeonnement; NSCF = Non séparation des
cellules filles; NRPC = Non reformation des parois cellulaires;
RPC = Reformation des parois cellulaires; SCF = Séparation des
cellules filles; DC = Division par clivage; FCV = Formation de
cal viable; PC = Pseudo-cal.



L'évolution du protoplaste de manioc dans le
milieu M conduit donc & l'obtention d'une grende diversité
de cals (cals a développement irrégulier, issus d'agglo-
mérats cellulaires ou de cellules filles bourgeonnées non
séparés, cals & développement régulier, issus des cellu-
les uniques ou des cellules filles bourgeonnées et sépa-
rées). Ces différents types de cals, faciles & discerner
trés tdt dans le milieu liquide, ne sont plus décelables
gquand les cals proliférent activement sur le milieu gélosé.

Tous les cals ainsi formés seront é&galement viables.

4 - 3.2.%. Conclusion et discussion sur la culture

I I R I T O I e I R T T T R S I e N I S

de protoplastes de Manihot esculenta Crantsz.

L I L R I T I L T T B S IR R T I T Y

L'obtention des divisions par clivage et la for-
mation des colonies capables d'étre entretenues facilement
sur milieu gé&losé&, constituent donc un résultat utile. Quels
que soient les éléments nutritifs ou non choisis dans les
limites que nous avons fixées dans notre expérimentation,‘
il est possible d'obtenir avec le milieu M de trés nombreux
cals viables. Pour certaines conditions de nutrition (forte

teneur en ANA ou en Ca Cl2 2H2 0 par exemple), nous pouvons

obtenir un taux élevé de divisions par clivage d'une maniére
précoce ; il faut alors souvent changer de milieu au cours

de la 2e semaine (10e jour), afin d'éviter 1'apparition des
nécroses et de préserver ainsi la viabilité des cals. Nous
avons choisi la composition équilibrée du milieu M qui a le
mérite d'induire des divisions par clivage d'une fagon homo-
géne, méme dans les cas d'isolements & forte mortalité, et

de conserver les cals formés dans de bonnes conditions jus-—
qu'a 1 mois environ sans transfert dans un milieu neuf. Compte-
tenu de notre dispositif expérimental, cela nous a donné

une latitude de travail suffisamment large.



A cette étape de notre expérimentation, nous
pouvons affirmer que les protoplastes de manioc peuvent
facilement étre isolés et mis en culture pour donner des
colonies viables que nous pouvons entretenir sans diffi-

culteé.

Notre expérimentation a permis de mettre en
évidence 4 voies différentes d'évolution du protoplaste
de manioc dans le milieu M. Chacune de ces voies semble
imprimer un programme de fonctionnement différent a 1la
descendance de chaque cellule mére. Si nous obtenons des
individus identiques aux parents avec la voie 4, il n'en
sera pas de méme avec les 3 premiéres voies au cours des-
quelles le mode de division observé lors des premiers sta-
des semble impliquer une dissymétrie de fonctionnement
dans la descendance. La 4e voie serait donc une voie "con-
servatrice” et les trois premiéres voies, des voies "diver-
sifiantes". Remarquons que dans la plupart de nos cultures,
les cellules évoluent tout d'abord dans une voie diversi-
fiante (bourgeonnement), avant de suivre une voie conser-

vatrice (division par clivage).

La quantité de protoplastes isolés par gramme
de limbe, les manipulations rares pendant la culture en
milieu liguide et la formation en grand nombre des cals
viables nous permettent de conclure gu'ad partir de trés
peu de matériel, nous sommes capables d'obtenir de nombreux
protoplastes viablies et d'induire la formation de milliers
de cals. Une situation transmissible survenue au cours de
la culture peut donc étre facilement conservée et entre-
tenue. Si un succ@s analogue est obtenu dans le cas des
cultures de protoplastes chez le Manihot glaziovii Muell,
espéce résistante 3 la bactériose due au Xanthomonas cam-
pestris pathovar manihotis, notre dispositif sera alors

solidement établi.
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4 - 3.2.4. Le développement in vitro des protoplastes

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

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

4 - 3.2.4.1. Le développement des protoplastes en

milieu liquide

Les figures 49, 50, 51 et 56 montrent que les
protoplastes de Manthot glaziovii Muell sont viables et
aptes & proliférer lorsqu'ils sont entretenus dans le mi-
lieu M. Comme chez le Manihot esculenta (rantz, le bourgeon-
nement des cellules commence aprés 24 h de culture. Cette
Givision atteint pré&s de 70 % de cellules au 6e jour (fig.
49) . Contrairement aux protoplastes de Manzhot esculenta
Urantz, le bourgeonnement chez ManZhot glaziovii Muell
reste trés important tout au long de la culture. 7u l7e
jour, les pseudo-cals constitués par bourgeonnements de
cellules représentent 30 % environ des cellules , pour-
centage élevé si on le compare d celui observé sur des
cultures de Mantzhot esculenta Crantz qui a ce stade est

pratiquement nul,

Figure 49 : Division par bourgeonnement et division par
clivage chez les protoplastes de Manihot glazio-

i1 Muell.

% protoplastes

Le phénoméne de bourgeonne-
g ment est toujours important
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OO o o Muell. La division par
O Py clivage atteint a peine
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Dans les meilleures conditions, nous observons
des divisions par clivage 3 partir du 6e jour. Ces divi-
sions vont évoluer comme pour les cultures de Manthot es-
culenta Crantz (fig. 36 et 49). A partir du 15e jour, nous
obtenons un pourcentage de divisions par clivage assez
€levé qui atteindra prés de 50 % au l7e jour. A ce moment
les cals formés ont environ 0,2 mm de diamétre. Ils peu-
vent séjourner dans le milieu liquide sans nécessiter de
transfert ultérieur dans un milieu neuf. Jusqu'au 45e jour,
temps aprés lequel ils se nécrosent et dépérissent. Ces cals
vigoureux restent de couleur jaune pdle pendant toute la

durée de leur culture.

4 - 3.2.4.2. Le développement sur milieu gélosé

Aprés 30 jours dans ce milieu M liquide, les
cals peuvent étre repris & l'aide d'une pipette stérile et
transférés sur milieu gélosé ol ils vont proliférer active-
ment. Les milieux riches en cytckinines (2 mg/1 de BAP)
ne permettent pas un développement vigoureux de ces cals
qui brunissent et présentent un développement ralenti, llais,
lorsque ces cals sont transférés dans des milieux n'ayant
que trés peu de cytokinines, la prolifération devient alors
active et une légére coloration verte apparait. Ces cals
peuvent manifester des propriétés organogénes et initier
des racines. Cependant, ces racines sont apparues tardive-
ment aprés 8 mois et elles sont moins nombreuses que chez

le Manithot esculenta (Cvantsz.

4 - 3.2.4.3. Les facteurs qui influencent le dévelop-
pement des protoplastes de Manchot glaziZovii Muell dans le

milieu M : les densités de cultures

Comme 1'indique le tableau VI, les densités de
culture gui nous ont donné les meilleurs résultats sont
C
celles comprises entre 0,5.10° et 1,5.105 protoplastes par

millilitre.



Fig. 50: Protoplastes fraichement isolés de M.glaziovii Muell
( la barre = 20 mm)

Fig. 51: Bourgeonnements successifs d'une cellule.

Fig. 52: Début de division par clivage.

Fig. 53: Formation de micro cal viable en milieu liquide.

Fig. 54: Dévéloppement actif d'un cal sur milieu gélosé.
Contrairement aux cals de M. esculenta Crantz qui sont vert intense,
les cals de M. glaziovii Muell sont facilement reconnaissables car
trés peu chlorophylliens; dans les milieux riches en cytokinines ils
sont bruns ou jaunes pile.
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Tableau VI : Les effets des densités de culture sur la

prolifération des protoplastes de Mantzhot

glaziovii Muell

Densité& de culture Délai d'apparition | Pourcentages

en prot./ml des clivages (en des protoplas-
jours) tes en clivages

5

0,5.10 18 8 2

0,8.10° 12 8 2

1. 10° 6 47 2

1,5.10° 6 47 2

2.10° - -

On peut remarquer que les densités de culture
convenables se situent entre O,5.lO5 p/ml et 1,5.105 p/ml.

Les densités de cultures sont les seuls facteurs
qui ont influencé le développement des protoplastes de
Manihot glazzovii Muell dans nos expériences. Il convient
de signaler que pour 1l'étude des autres facteurs, les ex-
périences nombreuses mises au point, en ce qui concerne
l'apport de certains éléments comme le Ca C12 2H20, le
NH4 NO3, le mannitol, 1'ANA et la BAP etc..., ces expériences
n*ont guére &té concluantes et le taux de 47 % de divisions
par .clivage n'a jamais été dépassé. La composition du milieu
M a donc été maintenue telle qu'elle pour la suite de nos

expérimentations sur les protoplastes de Manihot glaviozt<
Muell.



4 - 3.2.4.4. Discussions

D'une maniére générale, si l'obtention des pro-
toplastes de Manihot glaziovii Muell est aussi aisée gue
celle du Manihot escluenta Crantz (paragraphe 4 3 1, tab. V),
la réponse de ces protoplastes ne s'effectue pas dans les
mémes limites de densités de culture. Toutefois, 1l'obtention
de cals a croissance indéfinie sur Manthot glaziovii Muell
est pour nous fort encourageante. Le Manthot glaziovii Muell
est une espéce ligneuse arbustive, le taux de 47 % de for-

mation de cals wviables est donc appréciable.

Par ailleurs, les protoplastes de Manihot gla-
ziovii Muell offrent les mémes possibilités d'évolution que
ceux de Manihot esculenta Crantz dans le milieu M, 3 savoir :
bourgeonnement avec séparation ou non de cellules filles,
division par clivage chez les cellules unigues, comme dans
les agglomérats cellulaires. Les cals formés sont viables

et organogénes et peuvent initier des racines.

Le comportement in vitro des protoplastes de
Manihot glaziovii, semblable & celui des protoplastes de
Manihot esculenta Crantz nous permet d'envisager favorable-

ment la suite de notre expérimentation.

Ainsi, pour nos tests de sensibilité & la mani-
hocine des protoplastes de Manihot esculenta Crantz, nous
pourrons utiliser les protoplastes de Manthot glaziovit
Muell comme témoin-résistant, et, la fusion des protoplastes
entre les deux espéces devrait aboutir 3 la création des
cellules hybrides viables, capables de proliférations cel-

lulaires.

- — T —— W —— — " W T W > o - - O W= - V- T o S

Nous sommes, maintenant, en mesure de dégager



quelques caractéristiques importantes sur la culture des

protoplastes des deux espéces.

La multiplication rapide, développée sur la
culture du méristéme chez les deux espéces nous permet
d'obtenir des plantes saines, en un temps relativement

court.

Le microbouturage in vitro rapide que nous
avons mis au point, nous permet de disposer en quantité et
en temps voulu du matériel végétal des deux espéces et de

travailler dans des conditions parfaitement homogénes.

La mise au point d'une technique d'isolement
conduit & l'obtention en :guantité élevée de protoplastes
viables (jusgu'ad plus de 4.107 protoplastes par gramme de
limbe), la confection d'un milieu de culture capable d'en-
tretenir la wvie cellulaire dans des conditions souhaitables

L

jusqu'a 1l'obtention dans un court délai, des cals a crois-

sance indéfinie, sont autant des conditions favorables.

Les modifications légéres du milieu de culture
peuvent influencer le comportement des protoplastes. On
peut, en effet, par l'apport de certains éléments (mannitol,
Ca C12 2H20, phytohormones etc...), ou par changements
des densités de culture, modifier le développement des pro-
toplastes de manioc, sans altérer leur viabilité, ou encore
obtenir des cals viables en moins de 2 semaines, ou prolon-
ger la durée du sé&jour en milieu liquide jusqu'id 1 mois,

sans modifier la capacité de prolifération du protoplaste.

L'évolution du protoplaste dans le milieu M se
réalise par deux voies principales. La premiére voie, clas-
sique, est celle qui permet 3 un protoplaste de régénérer
en l'espace de 48 heures sa paroi pecto-cellulosique et
de se diviser par clivage, ceci ne permet par conséquent
aucune modification au niveau des cellules ; elle obéit

4 la multiplication conforme ; nous l'avons donc appelée



"voie conservatrice". La seconde voie, par contre, s'éta-
blit par l'intermédiaire des bourgeonnements sucressifs.
Les cellules filles obtenues & partir de ce type de divi-
sion sont dans beaucoup de cas dissymétriques (taille trés
différente,, ceilules binuclées, certaines ayant trés peu
de chloroplastes par rapport & d'autres, issues de la méme
cellule mére). Cette deuxiéme voie nous 1'avons qualifiée

de "voie diversifiante®.

L'obtention des cals viables & partir de toutes
les cellules peut donc conduire 3 une diversité de "situa-

tions"™ dans notre culture cellulaire.

Essayons maintenant de mettre au point un systéme
expérimental permettant de créer une variabilité orientée
vers la résistance du manioc aux attaques de bactériose

provoquées par Xanthomonas campestris pathovar manihotis.

4 - 4, ETUDE DES SYSTEMES D'OBTENTION D'UNE VARIATION ORIENTEE

DANS LE SENS DE LA RESISTANCE DU MANIOC A LA BACTERIOSE

4 - 4.1. L'utilisation d'un milieu sélectif 3 manihocine
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4 -~ 4.1.1. Mise en évidence de 1' effet toxique de la
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manihocine

PR S S A

Xanthomonas manihotis, agent responsable du
flétrissement bactérien du manioc, se développe favorable-
ment sur milieu synthétique, utilisant comre source de
carbone 1'hydroxyéthyl-cellulose (HEC). Le filtrat isolé
d'une culture de 2 jours, induit < vitro sur lobe foliaire
un flétrissement du méme type que celui rencontré dans les

plantations attaquées par la bactérie (MABANZA 1982). Aprés



son isolement du filtrat, la fraction purifiée a confirmé
les symptdmes de flétrissement au niveau des différents
bio-essais mis au point au cours de nos expériences (fig.
57, 58, 59). Le flétrissement observé dans nos tests a
€té plus ou moins intense, parfois inexistant suivant que
le cultivar est plus ou moins résisiant a4 la bactériose
due au Xanthomonas campestris pathovar manihotis (fig. 59

et 57}).

Nous pouvons donc dire que les bio-essais que
nous avons réalisés indiquent un effet toxique de 1l'extrait
de culture de Xanthomonas campestris pathovar manihotis.
Cette action toxique s'exprime par le flétrissement du lobe
foliaire : organe gue nous avons utilisé pour nos bio-essais.
Les témoins utilisés n'ayant jamais exprimé des symptdmes
de flétrissement (fig. 58), on peut affirmer que cette ac-
tion toxique est bien 1iée & la culture du parasite sur
le milieu liquide. La culture de Xanthomonas manihotis sur
milieu synthétique produit donc une substance toxique, ca-
pable d'induire un flétrissement sur les lobes fr8ichement
cueillis des cultivars sensibles de l'espéce Manihot escu-

lenta Crantsz.

Les figures 57, 58, et 59 montrent que les cul-
tivars CB et MM 78 sont les plus sensibles a la toxine.
Malela 1 est un peu moins sensible. Dans nos différents bio-
essais, MA 255 n'a manifesté gue des symptOmes atténués de
flétrissement (MABANZA 1982). Le cultivar de l'espéce Mani-

hot glaziovii Muell semble résistant 34 la toxine bactérienne.

Il existe donc une différence de sensibilité
des cultivars au flétrissement induit par l'extrait toxi-
gque au niveau de nos bio-essais. La manihocine peut donc
gtre utilisée in vitro comme un agent de criblage des cul-

tivars de Manihot esculenta Crantz, vis & vis de leur ré-



Fig. 55: Isolement de Xanthomonas campestris pathovar manihotis

suivant la technique de BRADBURY (197/8). X. manihotis a. été caractérisé
au Congo par DANIEL et al. (1978).

Fig. 56: Le lobe foliaire détaché est un organe qui reste en survie
jusqu'd plus de 8 mois, il s'enracine dans 1'eau et reste vert. Il peut
donc étre utilisé dans un bio-essai.

Fig. 57: Les bio-essais effectués sur M. esculenta Crantz cv MM 78
et M. glaziovii Muell montrent qu'apr&s 3 jours le lobe de MM 78, a gauche
a completement flétri, celui de M. glaziovii Muell & droite reste vivant
et n'est pas sensible aux effets toxiques de la manihocine.

Fig. 58: Bio-essai sur le cultivar CB. On note un effet toxique trés
prononcé sur le lobe (A) en présence de la manihocine. Le lobe mis dans
le traitement témoin-sbstrat ne montre aucun symptdome de flétrissement.

Fig. 59: Bio-essai sur 3 cultivars de M. esculenta Crantz. De gauche
3 droite: MM 78 = flétrissement prononcé; CB = flétrissement prononcé
et Maléla | = le lobe reste encore vert, seule la partie terminale a flétri.
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sistance a4 la bactériose due au Xanthomonas campestris
pathovar manthotis. Elle peut par conséquent .contribuer
a la confection d'un milieu sélectif de choix au niveau

de notre expérimentation sur les protoplastes.

4 - 4.1.2. Culture des protoplastes dans le milieu

ooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

d manihocine

Ce travail qui a débuté:-en 1982 (MABANZA 1982)
avec des protoplastes mis en culture dans le milieu de
CABOCHE (1980), a été poursuivi dans nos expériences récen-
tes en utilisant le milieu M qui permet une meilleure évo-

lution des protoplastes en culture.

4 - 4.1.2.1. La survie des protoplastes dans le mi-

lieu de manihocine

Figure 60 : Taux de survie des protoplastes en fonction de
la quantité de manihocine, dans le milieu de
culture M (V/V). Les dilutions effectuées cor-
respondent a 1/25, 1/20, 1/15, 1/10 et 1/5 (V/V)

3

% protoplastes en

(1) courbe de survie pour la
dilution de la manihocine
correspondant & 1/25.

{2) Courbe de survie de la di-
lution 1/20.

(3) Courbe correspondant a 1/15.
(4) Courbe correspondant & 1/10.
(5) Courbe correspondant a 1/5.

'PSaprés la mise en culture en jours




Les valeurs marquées sont des moyennes de trois
répétitions avec 5 comptages par répétition (cultivar CB).

4 Au 4e jour, beaucoup de cellules bourgeonnent.
On peut donc considérer gqu'a partir de ce moment, les cel-
lules présentes dans le milieu sont viables. Ainsi, donc,
nous voyons gqu'avec 1/25 de manihocine, nous n'avons plus
gue 30 % de cellules wvivantes, 22 % de cellules pour 1/20,
16 % de cellules pour 1/15, 6 % de cellules survivantes
pour la dilution de 1/10 et une mortalité presque totale
pour 1/5 de manihocine.

La figure 60 indique les pourcentages de survie
des protoplastes du cultivar CB en fonction de la dilution
de la manihocine (V/V) et en fonction du temps. Avec 1/25
de manihocine, nous comptons 30 % de cellules en survie au
4e jour. Le comptage des protoplastes en survie a été cepen-
dant rendu délicat par le phénoméne de bourgeonnement gui
intervient dans ces cultures aprés le second jour, dans la
mesure ol 1'on sait qu'aprés le bourgeonnement, les cellules
filles peuvent ou ne pas se séparer. Ce qui n'a pas été
le cas en ce gui concerne les faibles dilutions (1/2, 1/5
et 1/10) pour lesguelles nous avons observé une trés forte

mortalité.

FIGURE 61 : Courbe de survie des protoplastes des espéces
Manihot esculenta Crantg, Cv CB et Manihot gla-
27ovii Muell, en fonction des teneurs en mani-
hocine. Les comptages sont effectués aprés 2
jours de culture. Les valeurs indiquées sont des
moyennes de 3 répétitions avec 5 comptages par

répétition.

Nous constatons gu'une teneur de 1/15 en mani-
hocine n'affecte pas les protoplastes de Manthot glasziovii
Muell. Cette quantité laisse en survie seulement 22 % de
protoplastes chez 1l'espéce Manthot esculenta Grantz, CV
CB sensible. Nous avons retenu cette dilution de 1/15 pour
nos expériences ultérieures.
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Dans la figure 61, nous comparerons les courbes
de survie des 2 espéces Manihot esculenta Crantz v (B et
Manihot glaziovii Muell en fonction de différentes dilutions
en manihocine dans le milieu M. Ces courbes ont &té tracées
en fonction des comptages effectués 2 jours aprés la culture,
ceci en raison du bourgeonnement qui peut apparaitre aprés
2 jours. Nous pouvons constater gqu'ad la dilution 1/15, les
protoplastes de Manihot glasiovii Muell ne sont pas détruits
par la manihocine, quand nous n'avons que 22 % de proto-
plastes en survie pour le cultivar CB sensible a la bacté-
riose. Et quelle que soit la quantité de manihocine uti-
lisée, nous devons remarquer que les protoplastes de Manihot

glaziovii Muell la supportent mieux.



Fig. 62:Survie des protoplastes du cultivar CB dans le milieu MX ren-
fermant 1/15 de manihocine: 16% de cellules restent viables.

Fig. 63: Protoplastes du cultivar CB dans le milieu MT (milieu témoin
préparé le témoin-substrat Hydrxyéthylcellulose ayant subi le méme pro-
cédé de purification que la toxine): aucune mortalité observable.
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Nous pouvons donc considérer gque les protoplastes
de Manthot glaziovii Muell sont résistants a la manihocine.
Dans nos expériences ultérieures, effectuées unigquement avec
le dilution 1/15, ces protoplastes de ManZhot glaziovit
Muell vont donc nous servir de témoins résistants a la

manihocine.

4 -~ 4,1.2.2. La mortalité dans le milieu & manihocine

Les histogrammes de la figure 64 nous indiquent
les mortalités observées dans les différents milieux uti-
lisés (milieu normal M, milieu témoin MT préparé avec le
témoin substrat hydroxyéthyl-cellulose ayant subi le méme
procé&dé de purification gque la manihocine, et le milieu a
manihocine MX) aprés 2 jours de culture. HNous pouvons remar-
quer gque dans les miiieux M et MT, les mortalités sont pres-
gue inchangées au niveau des deux cultivars de l'espéce
Manihot esculenta Crantz (MM 78 et CB) et au niveau de l'es-
péce Manihot glaziovii Muell. Les mortalités observées dans
le milieu MX 3 la manihocine sont de 1'ordre de 80 % pour
le cultivar CB, 69 % pour le cultivar MM 78 et 19,24 % seu-

lement pour 1l'espéce résistante Manithot glaziovii Muell.

Figure 64 : Mortalité observée dans les milieux M,MT et MX
sur l'espéce Manihot esculenta Crantz (CV MM 78
et CB) sensible & la bactériose et sur Manihot
glaziovii Muell, espéce résistante aprés 2 jours

de culture

Dans la majorité de nos expériences, la mortalité
dans la milieu MT a &t& trés légé&rement inférieure 3 celle
observée dans le milieu ordinaire M. De méme, la mortalité
observée de l'espé&ce Manihot glaziovii Muell dans le milieu
MX (renfermant la manihocine) a &té légérement inférieure
par rapport 3 celle observée dans les 2 premiers milieux ;
tandis que pour les cultivars MM 78 et CB, les mortalités



sont treés fortes, 69 % pour le premier et 80 % pour le
second, en présernce de ce méme milieu MX.

100 % protoplastes morts
75 * [:l MM 78
®| g o
* @ M. glaziovii
50 - 3
k
k
25 _ ﬁ:
% | % | % ||
% (K % [ % | K

milieux de culture

=
=
3
=
>

Les trois figures 62, 63 et 64 confirment que
les protoplastes des cultivars de 1'espéce Manthot esculenta
Crantz sont sensibles aux effets de la manihocine, tandis
que ceux de Manihot glaziovii Muell demeurent viables en
totalité. Pour compléter ces résultats, nous avons mis au
point une nouvelle série expérimentale conduite avec un
dispositif blocs, de facon & réaliser une analyse de la

variance. Dans cette expérience, nous avons choisi

2 espéces : Manithot esculenta (Crantz Cv CB
Manihot glaziovii Muell
2 trajitements : MX3

MX4



avec trois répétitions.

MX

~

isolé 3 partir de la souche X

a été conservé i - 18°C pendant 6 mois.

2

99 -

3 ¢ milieu confectionné avec un extrait de manihocine
en 1983.

Cet extrait

MX4 : milieu confectionné avec un extrait de manihocine,

obtenu 3 partir d'une souche de Xanthomonas manihotis

nouvellement isolée 3 partir des feuilles récoltées

en mars

1983.

Les résultats obtenus sont consignés dans les

tableaux VII e

TableauVVII

t VIII.

Pourcentages des protoplastes en survie en

présence des deux traitements MX3 et MX

ap-

pligqués aux 2 espéces Manihot esculenta Grants

Cv ¢B et Manihot glaziovii Muell.

Les wvaleurs

consignées sont des moyennes calculées sur 5

comptages par répétition.

. [ N
Traitements CB MX, | CB MX, | Manihot |Manihot |Totaux
REpELitions glazioviijglaziovii
MX MX
3 4
I 26,2 20 80,6 83,4 210,2
II 23,6 19,4 88 89,4 220,4
III 23,6 22 91 87,4 224
Totaux 73,4 61,4 259,6 260, 2 654,6
Moyennes 24,4 20,4 86,5 86,7 |X=54,55




Tableau VIII :

protoplates en survie,

- 100 -

Tableau regroupant les pourcentages des

en fonction des deux

traitements et pour les deux espéces

CB Manihot gla- Totaux
ziovii
MX3 73,4 259,6 333
MX4 61,4 260,2 321,6
Totaux 134,8 519,8 654,6
Moyennes 22 46 66,63

Le tableau IX nous donne les résultats obtenus

au niveau de l'analyse de la variance pour les différents

facteurs de variation &tudiés (répétitions, manihocine,

espéce et inter—action espéce x manihocine).

Tableau IX :

cipaux facteurs de wvariation

Tableau d'analyse de la variance pour les prin-

Origine de la Somme des Degré Variances F F 0,05 F 0,01
variation carrés des | de 1li-
écarts berté

Totale 12460,33 11 - -

Répétitions 25,61 12,806 1,3 5,14 10,92
Manihocine 10,83 10,830 1,1 5,99 13,74
Espéce 12352,08 12352,08 1265,58] 5,99 13 74
Espéce x mani-
hocine 12,233 12,233 1,35/ 5,99 13,74
Régiduelle 58,57 6 9,76 - - -
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Le coefficient de variation moyen CVM = J x 100 =
X
CVM = 9,76 x 100 = 5,7 % assez faible, nous permet d'avancer

54,55

les conclusicons suivantes

L'analyse de la variance indique une différence
significative entre les 2 esp&ces aux seuils de 5 % et 1 %.
La plus petite différence significative (PPDS) est au seuil
de 5 % de :

tn-l = 6 = 2,447 2 x 9,76 = 4,41
2 x 3

donc les différences observées entre les 2 espéces sont

hautement significatives :

Manihot glaziovii Muell 86,63 7

Manihot esculenta Grantz HS

Cv CB 22,46 ——

Les protoplastes de Manthot glaziovii Muell sont résistants
aux effets nocifs de la manihocine, contrairement 3 ceux

du cultivar CB de Manihot esculenta Crantz qui manifestent
une sensibilité marquée. Ce qui vient confirmer les résultats

antérieurs.

Par contre, nous n'observons pas d'aprés ces
résultats, de différence significative entre les deux extraits
de manihocine, ni également au niveau de l'interaction es-
péce X manihocine. Ceci nous améne donc & considérer que la
manihocine peut &tre extraite d'une souche bactérienne et
conservée pendant 6 mois & -~ 18° C sans qu'elle perde ses

propriétés toxiques.

Les exXpériences menées au cours des années 1982

1983 et 1984 concernant la survie des protoplastes dans un
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milieu renfermant la manihocine, permettent de réunir les

données recueillies dans le tableau X.

Tableau X : Résultats obtenus sur plusieurs expériences ef-
fectuées entre 1982 et 1984, concernant la sur-
vie des protoplastes de Manihot esculenta Crantsz
Cv (B et de Manthot glaziovii Muell dans ie

milieu sélectif 3 manihocine

Traitements CB Manihot glaziovii Totaux
Expériences ou . |
répétitions MT Mx MT MX
I(1982: MX2) 90,40 20,50 93,40 68,00 272,30
IT(1983: MX3) 81,00 43,00 80,00 87,00 291,00
ITT(1984: MX3) 95,00 21,80 73,80 86, 40 277,00
IV(1984: MX4) 92,80 24,60 74,00 86,74 278,14
V{(1984: Mx4) 86,20 26,00 81,00 83,60 276,80
VI(1984: MX3) 78,80 25,20 82,80 80,40 267,20
VII (1984: MX3) 80,00 26,80 79,00 73,20 259,00
Totaux 604,20 187,90 | 564,00 565,34 1921, 44

- La moyenne générale des expériences est de
X = 78,6.

MX = milieu de culture renfermant la manihocine
a la dilution de 1/15.

MT = milieu témoin préparé avec le témoin subs-
trat hydroxvéthyl-cellulose ayant subi le méme procédé de
purification que la manihocine utilisée.

En 1982, la souche de Xanthomonas manihotis X2

est isolée d'un échantillon de feuilles récoltées en mars
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1981 & ODZIBA sur le cultivar NGAM¥OUO attaqué par la
bactéricse. Les expériences de survie des protoplastes
sont réalisées dans le milieu de base cde CABOCHE (1980).

En 1983, la souche X3 est isolée a partir d'un
nouvel échantillon récolté& en mars 1983 dans la collection
de manioc d'ODZIBA sur le cultivar NGAMFOUO. Les expé-
riences de survie de protoplastes sont réalisées sur notre

milieu M.

En 1984, MX3 est l'extrait de manihocine isolé
en 1983 et conservé a - 18° C. X, est la nouvelle souche
de Xanthomonas manihotis récemment isolée a partir du méme
échantillon foliaire récolté en 1983. Toutes ces expérien-

ces sont réalisées avec nctre milieu M.

Nous pouvons donc constater qu'indépendemment
du milieu de culture et de la souche a partir de laguelle
nous avons extrait la manihocine, nous avons ré&pété nos
expériences sur la manihocine 7 fois sur plusieurs années
sur 2 espéces différentes. Nous pouvons par conséquent pro-
céder a l'analyse de la variance de différents facteurs de

variation qui dans notre cas sont :

Les deux espéces : Manihot glaziovii Muell
Manihot esculenta Crantz
Cv CB

Les 2 traitements : Milieu témoin MT

Miijieu a8 manihocine MX

avec 7 répétitions.

Le tableau XI regroupera les pourcentages de
survie des protoplastes en fonction des espéces et trai-

tements appliqués.
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Tableau regroupant les pourcentages de survie

des protoplastes sur les milieux MT et MX au

niveau des 2 espéces dans nos expériences

réalisées de 1982 1984
Espéces Manihot Manihot Totaux Moyen-
Milieux de culture esculenta | glaziovii nes
MT 604,2 564 1168,2 83,44
MX 187,9 565,34 753,24 53,8
Totaux 792,1 1129,34 1921,44
Moyennes 56,57 80,66

A partir de ces données, nous pouvons alors

dresser le tableau d'analyse de la variance de principaux

facteurs de variation (répétitions, manihocine, espéces et

interaction entre effets de la manihocine et les espéces).

Tqbleau XIT

Tableau d'analyse de la variance des principaux

facteurs de variation
| ! T -
Origine de la| Somme des carrés; Degré de | Variance F O,05tF 0,01
variation des écarts - liberté
Totale 17630,89 27 -
Répétitions 148,85 24,8 0,421 2,66 4,01
Manihocine 6149,7 6149,7 1106,32} 4,41 8,28
Espéces 4061,81 4061,81f 70,22| 4,41 8,28
Manihocine
X espéce 6229,4 1 6229,4 {107,7 4,41 8,28
' Résiduelle 1041,13 18 57,84 - -
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Le coefficient de variation moyen CVM = 11 %
peu €levé, nous permet de tirer guelques conclusions sur

ces expériences.

L'analyse de la variance montre gu'au seuil
de 5 % aussi bien gu'au seuil de 1 %, on note une diffé-
rence significative entre ie milieu témoin MT et le milieu
a manihocine MX. Ceci impligque un effet néfaste de la ma-
nihocine décelable au niveau de la survie des protoplastes.
La plus petite différence significative (PPDS) entre les

traitements au seuil de 5 % est de :

2,101 2 x 57,84 =6
7 x 2

soit une différence significative d'action des deux milieux

milieu témoin MT t~83,44]
S

milieu d& manihocine MX 53,57

Nous notons encore une différence significative

de sensibilité entre les 2 espéces avec une PPDS égale a 6,

soit Manihot glaziovii Muell 80,66}
S

Manihot esculenta Crantz 56,57

Cette analyse confirme les observations précé-
dentes : les protoplastes de Manihot glasiovii Muell sont
plus résistants aux effets nocifs de la manihocine gque les

protoplastes de Mawnihot esculenta (rantsa.

Nous noterons également une différence signifi-
cative au niveau de l'interaction manihocine x espéces avec

une PPDS égale & 8,5,

soit Manihot egculenta Crantz x MT 86,3
Manihot glaziovii Muell x MT 80,574 N.S.
Manihot glaziovii Muell x MX 80,76

S
Manithot esculenta Crantz x MX 26,84
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Ces résultats nous montrent gqu'au niveau de
l'espéce Manihot glaziovii Muell, il n'y a pas de diffé-
rence significative entre le milieu MT et le milieu MX
du fait de la résistance des protoplastes de Manihot gla-
atovit Muell aux effets nocifs de la manihocine. Tandis
que nous observons une différence significative entre,
d'une part les protoplastes de Manihot esculenta Crantz
dans le milieu MT et le milieu 3 manihocine MX, et d'autre
part entre les protoplastes des 2 espéces. Ceci indique
gque la mortalité observée sur les protoplastes de Manthot
esculenta Crantz Cv CB est bien induite par la manihocine

extraite du filtrat de culture de Xanthomonas manihotis.

Par contre, l'analvse de la variance ne fait
pas apparalitre une différence significative entre les di-

verses expériences.

A la suite de ces nombreuses expérimentations
répétitives, nous pouvons donc conclure gque la manihocine
a un effet détectable au niveau de la survie des protoplas-
tes de Manihot esculenta Crantz et n'affecte pas la survie
des protoplastes de Manihot glaziovii Muell, espéce résis-
tante & la bactériose provoguée par Xanthomonas campestris
pathovar manihotis. Ce caractére peut donc &tre utilisé
dans les analyses de criblage des différents cultivars de

manioc.

4 - 4,1.2.3. L'évolution des protoplastes de Manihot

esculenta Crantsz dans le milieu 3 manihocine

4 - 4.1.2.3.1. bivisions par clivage
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Figure 65 : Pourcentages des protoplastes clivés dans les
3 milieux de culture M, MT et MX
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Tandis que le taux de division par clivage dans
le milieu MX n'est que de 27 %, nous pouvons remargquer qgue
le taux de division par clivage dans le milieu MT est plus

bas que celui observé dans le milieu M.

Nous enregistrons cependant une différence mar-

quée entre le milieu MX et le milieu MT.

L'observation des figures 65 a 71 indique que

nous obtenons des divisions par clivage dans le milieu a

manihocine MX. Nous remarquerons également que le nombre

de divisions par clivage par millilitre dans le milieu a
manihocine MX (1040) est loin d'étre négligeable.



Figure 66 : Evolution des protoplastes du

cultivar CB dans le milieu témoin MT
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Dans le milieu témoin MT, les protoplastes sui-
vent la méme évolution que dans le milieu ordi-
naire M. Nous observons une diminution des bour-
geonnements et du taux des cellules uniques
alors que le taux de clivages augmente.

Figure 67 Evolution des protoplastes

du cultivar CB dans le milieguv
renfermant la manihocir
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Dans le milieu a manihocine, l'apparition des
clivages est tardive. Nous notons un faible
taux de cellules unigues et un taux de bour-
geonnements trés important 58 %) alors que
le taux de clivages n'est que de 31 %.
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Fig. 68: Photographie montrant des cals dans le milieu MX. Les fl&-
ches montrent les restes des cellules tuées par la manihocine(cultivar CB)

Fig. 69: Formation de nombreux cals & croissance réguliére dans le mi-
lieu MT ( cultvar CB ). :

Fig. 70: Obtention de quelques cals viables dans le milieu & manihocine
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Figure 71 : Quantités de protoplastes clivés par millilitre
aprés 15 jours de culture dans les 3 milieux
(M, MT et MX)
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Bien que le taux de divisions par clivage soit
élevé (27 %, fig. 60), la forte mortalité intervenue dans
le milieu MX ne permet gu'un nombre faible de divisions par
clivage. Nous observons une l&gére différence entre le
milieu MT et le milieu M.

4 - 4,1.2.3.2. Le bourgeonnement dans le milieu &

manihocine MX

Si la division par clivage est la plus intéres-
sante, par son caractére de conservateur de toutes les ca-

ractéristiques de la cellule mére et par son aptitude a la

formation des cals & croissance indéfinie, d'autres phé&no-~
ménes y sont associés. Déja signalés précédemment, ces
phénoménes sont la présence des cellules non divisées et
le bourgeonnement cellulaire. Si 1'évolution des taux de

cellules uniques est presque le méme dans le milieu témoin
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MT et le milieu MX (fig. 66 et 67), celle des taux de bour-
geonnements n'est pas identique dans les 2 milieux. En ef-
fet, dans le milieu MT, le taux des bourgeonnements n'est
que de 15 % au 1l7e jour de culture, celui observé dans le
milieu MX reste toujours é&levé au cours de la culture et
dépasse 55 % au l7e Jjour.

I1 nous est difficile de dire si le taux élevé
des bourgeonnements,observé dans le milieu MX est dQ a la
présence de la manihocine. Si nous comparons le développe-
ment des protoplastes dans le milieu M ordinaire avec une

faible densité de culture, nous obtenons des courbes d'évo-
Iution semblable (fig. 72).

Figure 72 : Evolution comparée des protoplastes dans le
milieu M (D = 0,5.105 p/ml) et le milieu MX
(D = 3.105 prot./ml)
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Nous remarquons une é&volution identique dans les
2 milieux. L'effet de la manihocine fait donc corgespondre
1'évolution d'une culture ayant une densité'primalre forte
(3.105 P/ml) a celle d'une culture a densité nouvelle faible,
correspondante a 0,5.105 P/ml.
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Nous pouvons doric ccnsidérer gue les proto-
plastes en survie dans le milieu 3 manihocine sont des
protoplastes viables ; leur évolution en cal, en fait,
ne serait alors conditionnée que par la densité de cul-
ture qui reste faible a cause de la mortalité induite en
présence de la manihocine. Il faut cependant noter que si
dans le milieu M ordinaire, & faible densité de culture,
les protoplastes restent viables, tout au long de la cul-
ture, dans le milieu MX & manihocine par 'contre, les né-
croses apparaissent chez les cellules bourgeonnées et
sans parois (fig. 68), gui dépérissent généralement aprés

2 semaines de culture.

4 - 4,.1.2.3.3. Efficience de la culture dans le

milieu MX

Figure 73 : Efficience de la culture dans le milieu MX a
manihocine et dans le milieu témoin MT. La
souche X5 de manihocine a été utilisée (culti-
var CB)
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Nous avons défini l'efficience de la culture
dans *e milieu sélectif comme &tant le rapport entre le
nombre de clivages obtenus dans le milieu a8 manihocine et
le nombre de clivages observés a la méme période dans le
milieu M. Nous pouvons exprimer ce rapport en pourcentage
de divisions observées dans le milieu M. Cette efficience
nous permettra de définir la concentration en manihocine

34 utiliser suivant la toxicité de 1l'extrait isolé.

La figure 73 montre que pour l'extrait de mani-
hocine de la souche X3, nous avons obtenu une efficience
de 25 % pour la dilution 1/15. Nous pouvons constater que
1'efficience de la culture dans le milieu témoin MT est
de 88 % soit seulement 12 points de différence avec le mi-

lieu normal M.

L'efficience 25 % observée dans le milieu a ma-
nihocine est importante car elle permet d'obtenir de nom-

breux cals dans un milieu sélectif.

4 - 4,1.2.3.4. Discussion et conclusion sur la culture

des protoplastes dans milieu sélectif & manihocine

Comme nous l'avons déja signalé au cours des
travaux antérieurs (MABANZA 1982), la manihocine manifeste
une action nocive certaine sur les protoplastes isolés des
cultivars sensibles 3 la bactériose. La mortalité observée
dans une culture de protoplastes aprés 2 jours est trés im-
portante pour le cultivar CB (80 %), appartenant & l'espéce

Manihot esculenta (Crantz sensible 4 la bactériose due au

XYanthomonas campestris pathovar manthotis.

Par contre, cette mortalité est faible (15 %)

et se confond avec la mortalité& ordinaire rencontrée
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dans le milieu de base M, pour l'espéce Manihot glaziovit
Muell, lorsque nous employons les dilutions 1/15 (V/V)

de manihocine dans le milieu M. Les travaux réalisés pen-
dant 3 années avec 3 souches différentes de Xanthomonas
manihotis indiquent une différence significative entre
l'espéce Manthot glaziovii Muell et l'espéce Manihot escu-
lenta Crantz CvV CB. La manihocine peut donc servir d'agent
de criblage des cultivars de manioc pour leur sensibilité

d la bactériose.

La manihocine peut &tre isoclé&e, conservée a
- 18° C et utilisée aprés 6 mois sans que soit altéré 1l'ef-
fet toxique.

[+

Les cellules du cultivar CB en survie (16 %
aprés 4 jours) dans le milieu 3 manihocine restent wviables.
Le bourgeonnement intensif qui intervient dans ce milieu,
en augmentant le nombre de cellules, conduit & la formation
d'un nombre appréciable de cals viables. Ceci montre gu'une
situation transmissible intervenue au sein d'une cellule
viable, peut dans le milieu 3 manihocine, &tre conservée
et entretenue sur milieu gélosé. L'efficience élevée obtenue
dans le milieu & manihocine rend le systéme culture de
protoplastes de manioc en milieu sélectif, applicable & notre

dispositif expérimental.

e m—n i - - - ————— ity W s o S - — .

4 - 4.2.1. Obtention de fusion de protoplastes chez

L R I e e A A N TR A A A S NI I B R RN L N B B O S N B

le manioc

L A Y

Les figures 74, 75, 76 et 77 montrent que la
fusion entre protoplastes de manioc est aisément réalisable.
Les comptages effectués aprés nos expériences de fusion sont

rassemblés dans les histogrammes de la figure 74. On peut
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constater que pour un temps de fusion de 20 mn, nous oOb-
tenons 20 % de fusions véritables par rapport aux cellules
uniques et aux agglutinations cellulaires (fusions en

amas de plusieurs cellules ou simplement contact superfi-

ciel entre 2 cellules).

Un temps de fusion prolongé de 40 mn amé&liore
enoore ces résultats ; nous observons moins d'agglutinations
cellulaires et alors le pourcentage de fusions véritables
entre 2 cellules sera d'environ 27 %. Notre solution M qui
sert de solution de ringage permet une meilleure fusion de
protoplastes que la solution de CABOCHE (1980) awvec laquel-
le nous n'obtenions que 10 % de fusion (MABANZA 1982). Un
temps de fusion de 60 mn ne provogue pas d‘adgmentation

sensible de la fusion.

Figure 74 : Essai de fusion entre les protoplastes de
Malela 1 et les protoplastes de Manihot glazioviti
Muell.

% protoplastes

m Cellules unigues

2 cellules en contact et

agrégats cellulaires
i .
“N Fusion entre 2 cellules

Temps de fusion Temps de fusion
de 20 mn de 40 mn
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Nous remarquons gque quel gque soit le temps
de fusion, le taux de cellules uniques reste le. .méme,
seules les catégories de cellules agglutinées et fusions
véritables sont modifiées.

Ce taux est inférieur a 50 %. Avec un temps de
fusion de 40 mn, le taux de fusion véritable entre 2 cel-
lules est de 27 % environ et celui des agglutinations de
26 2.

Quel que soit le temps de fusion, le taux de
cellules uniques est toujours identique, légérement infé-
rieur 3 50 %. La diminution du taux de cellules agglutinées
indique que les cellules en contact simple ont fusionné
au dernier moment, augmentant le taux de fusions véritables.
Une certaine catégorie de cellules ne serait pas capable
de fusionner. Cette catégorie constituerait donc moins de
30 % du nombre total des cellules de notre culture. Si le
taux de 27 % de fusions véritables obtenu est appréciable,

-

il reste 3 connaitre la nature de la fusion obtenue.

4 - 4.2.2. vérification de 1lallofusion
Nous avons remarqué précédemment gu'il n'exis-
tait pas de différence d'apparence entre les protoplastes
des 2 espéces. Il nous est par conséquent difficile de dé-
tecter 1'allofusion (la fusion véritable entre un protoplaste
de Manihot esculenta Cvantz et un protoplaste de Manihot

glaziovii Muell).

Afin de déceler les possibilités d'allofusion
dans nos expériences, nous avons utilisé des colorants
vitaux différents pour les 2 espéces (rouge neutre et bleu

de méthyléne).

Ces colorants sont des colorants du vacuome et
beaucoup de cellules non vacuolisées ne scnt pas colorées

chez les 2 esp@ces. Trés peu de cellules vacuolisées sont
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Fig., 75: Cellules en pleine fusion.

Fig. 76: cellules fusionnées.

Fig. 77: Expérience de fusion entre M. esculenta Crantz cv CB et M. gla-
ziovii Muell. Dans cette expérience, nous avons compté environ 367 de cel-
lules uniques(CU), 237 de fusions véritables (F) et 417 d'amas de cellules
agrégées(A)dont 62,57 constitués de groupes de 4 & 5 cellules et le reste
de groupes de 3 cellules. Nous avons donc pour 1l'ensemble de notre expé-
rience seulement pré&s de 147 de 1'ensemble de la populatign cellulaire
constitués de cellules uniques, ce qui est relativement faible et montre
que les chances d'allofusion sont grandes.
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colorées en rouge chez le cultivar Malela 1 et en bleu
chez le Manihot glaziovii Muell, Nous avons cependant

pu observer des fusions entre les 2 espé&ces comme le
montre la figure 80. Ce type d'expérience ne nous a

servi que dans la mesure oll nous voulions nous rendre
compte des possibilités d'allofusion entre les 2 espéces.
En effet, comme nous venons de le voir, d'une part une
catégorie de cellules n'est pas apte 3 fusionner, d'autre
part beaucoup de cellules des 2 espé&ces ne sont pas colo-

rables.

Aprés ces essais de repérage des allofusions
par les colorations vitales, nous avons cherché 3 observer
les aptitudes d'allofusion entre les protoplastes de ma-
nioc et ceux d'autres espéces plus éloignées comme 1l'igname
(Dioscorea alata). Ces derniers, isolés par les mémes tech-
niques utilisées pour le manioc sont généralement plus
grands (30 & 40 um de diamétre au lieu de 10 & 20 um pour
le manioc), avec des chloroplastes d'un vert sombre (fig.
78, 79). De nombreuses cellules renferment par ailleurs

des pigments anthocyaniques.

Comme le montre la figure 81, l1l'allofusion entre
les protoplastes de manioc et ceux d'igname peut se réali-

ser dans le milieu M.

Ces deux types d'expériences montrent que les
protoplastes de manioc possédent une grande capacité d'al-
lofusion. Cependant, la fusion pour des cellules aptes est
un phénoméne qui semble se dérouler au hasard, il est donc
probable que la quantité d'autofusions ou d'allofusions
sera déterminée au hasard au cours des expériences. Pour
obtenir un pourcentage élevé-d'allofusion, il est donc né-
cessaire de bien mélanger les protoplastes des 2 espéces

au moment de 1l'expérience de fusion.



Fig. 78: Les protoplastes de Dioscoréagaiata peuvent étre isolés dans
de bonnes conditions jusqu'ad plus de 3.I0 de protoplastes/gr de limbe.

Fig. 79: Les protoplastes de D. alata restent viables.Ils bourgeon-
nent dans le milieu M.

Fig. 80: Vérification de 1'allofusion entre M. glaziovii en bleu(clair)
et M. esculenta cv Maléla | en rouge (sombre).

Fig. 81: Vérification des possibilités d'allofusion: D. alata (grande
taille) et M. esculenta cv Maléla | (petite taille) (flé&ches).

120
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4 - 4.2.3. Evolution des cultures apres les expériences

de fusion

Figure 82 : Evolution des cellules apré&s une expérience

de fusion
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On pourra observer des bourgeonnements dés le
2e jour de culture. Comme pour la culture dans le milieu M
ordinaire, les clivages commencent au moment de l'arrét des
bourgeonnements. Les premiéres divisions apparaissent trés
O

tard vers le l4e jour pour atteindre prés de 80 % aprés 4
semaines.

La figure 82 montre que les deux mécanismes
d'évolution des protoplastes dans le milieu M se réalisent

également aprés les expériences de fusion. Dans ces expé-
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riences, le bourgeonnement ne se manifeste que sur environ
50 % des cellules. Les divisions par clivage qui commencent
Q.

tardivement vers le l4e jour atteignent prés de 80 ¢ au

27e jour.

Ces résultats également signalent qu'apré&s une
expérience de fusion, la culture suit une évolution sem-
blable 3 celle observée pour les cultures ordinaires des
protoplastes de manioc dans le milieu M. Le taux de clivages
obtenu dans ces expériences nous permet de travailler dans
des conditions satisfaisantes si nous les comparons 3 ceux
observés dans nos travaux antérieurs, effectués avec le

milieu de CABOCHE (1980), qui n'étaient que de 20 2.

Avec notre technique, nous utilisons au moment
de l'expérience de fusion, une densité de culture de l.lO5
P/ml. La figure 83 compare 1l'évolution des divisions dans
le milieu aprés une expérience de fusion avec l'évolution
des divisions, observée pour les cultures ordinaires de
Manihot glaziovii Muell ou de Manihot esculenta Crantz a

la densité de 1.105 P/ml.

Figure 83 : Comparaison de 1'évolution des clivages dans
l'expérience de fusion et de celles observees
pour les cultures de Manihot glaziovii Muell

ou Manihot esculenta Cruntz.SLa densité de

culture utilisée est de 1.10” P/ml.
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Le pourcentage de clivages maximum atteint
est de 47 % pour Manihot glaziovii, 70 % pour Manihot
esculenta et 80 % dans l'expérience de fusion entre les
2 espéces.

Or, notre technique de fusion favorise la
formation de beaucoup d'agglutinations cellulaire (fig.
74 et 77). Ces agglutinations cellulaires n'évoluent pas
et €clatent dans le milieu dé culture. Les cellules agglu-
tinées intéressent plus de 44 % de la population cellu-
laire totale de l'expérience (fig. 74 et‘}?). Compte~tenu
de la présence des cellules fusionnées et des cellules
n'ayant pas fusionné, nos cultures présentent une densité

nouvelle de culture inférieure a 0,4.105 P/ml.

La figure 84 compare l'évolution des clivages,
observée dans le milieu aprés l'expérience de fusion avec
1'évolution des clivages dans les cultures ordinaires des
protoplastes de Manihot glaziovii Muell ou de Manihot escu~

lenta Crantz avec la densité de culture de 0,5.105 P/ml.

Figure 84 : Comparaison de l'évolution des clivages dans
l'expérience de fusion et de celle observée
pour les cultures de Manthot glaziovii Muell ou
Manihot esculenta Crantz. La densité de culture

est de 0,5.105‘p/m1.

M. esculenta x M. glaziovii

% protoplastes clivés

. esculenta

M. glaziovii

4 8 12 16 20 24 28 Temps
en -jours
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Le pourcentage de clivages maximum atteint est
de 8 % pour Manihot glaziovii, 31 % pour Manihot esculenta
et 80 % dans l'expérience de fusion entre les deux espéces.

La densité de 0,5.10° P/ml, faible, ne permet
pas une culture favorable des protoplastes de Manihot escu-
lenta Crantz (fig. 46) ou Manihot glaziovii Muell (tableau
vI).

La bonne évolution des cellules, observée dans
le cas des expériences de fusion (fig. 82) semble donc si-
gnaler la présence d'un nouveau type de cellules qui pré-
senteraient un développement optimal avec des densités de

culture faibles.

4 - 4.2.4. Observation de différents types de cals en
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milieu liquide
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20 jours aprés une expérience de fusion, nous
sommes en mesure d'observer au microscope inversé de nom-
breux cals d'environ 0,1 mm de diamétre, Comme nous le
montrent les figures 87, 88 et 89, les cals observés aprés
une expérience de fusion peuvent &tre classés en 3 catégo-
ries.Une premiére catégorie de cals trés compacts est com-
posée de cellules mesurant en moyenne 20 um de diamétre. Ce
type de cals nous rappelle les cals observés sur Manthot
esculenta Crantz (fig. 87). La 2éme catégorie comporte des
cals renfermant des cellules volumineuses d'environ 30 um
de diamétre 3 contours réguliers, cals gque nous avons ren-
contrés dans les cultures de protoplastes de Manihot gla-
ziovit Muell (fig. 88). La 3e catégorie de cails nous montre
des cellules plus volumineuses, le plus souvent a des
contours irrégquliers (fig. 89). Ils ne sont pas compacts
comme ceux des 2 premi@res catégories. Ils n'avaient jamais
été observés précédemment au cours de nos multiples cultures

antérieures pour chacune des 2 espéces isolées séparément.
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Fig. 85: Bourgeonnement observé aprés une experience de fusion.
Fig. 86: Séparation des cellules bourgeonnées.
Fig. 87: Cal compact issu de 1'évolution du protoplaste de M. esculenta
cv CB dans le milieu de fusion.
Fig. 88: Cellule en 2° clivage de M. glaziovii. Les contours sont réguliers
Fig. 89: Cals obtenus apré&s fusion des cellules..Remarquer les contours
trés irréguliers des cellules.
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Ils seraient donc initiés 3 partir de cellules fusionnées.

Il nous a été cependant difficile d'opérer des comptages

sur ces 3 catégories de cals ; au fur et 3 mesure qu'ils

grossissaient, les irrégularités observées dés les premiers

moments de divisions devenaient en effet difficiles 3 dis-
S.

-

tinguer a cause de l'opacité des cals plus développé

4 - 4.2.5, Evolution des 3 catégories de cals en milieu

liquide

Ces trcis catégories distinctes de cals ne ma-
nifestent pas la méme évolution. Les cals de Manihot escu-
lenta (rantz, issus des cultivars CB ou Malela 1 deviennent
rapidement compacts et commencent 3 se nécroser. Les cals
de Manihot glaziovii sont apré&s un mois de culture, visibles
d 1'ceil nu ; ils sont jaundtres ; la moitié& des cellules
meurt aprés 45 jours. Les cals blanchitres de la 3e catégorie
pourront par contre sé&journer dans le milieu de culture
jusgu'a plus de 60 jours. Et, d ce moment existent encore,
dans le milieu de culture, des cals brunidtres, viables, issus
du développement des protoplastes de Manihot glaziovii Muell.
La figure 90 montre gu'aprés 2 mois en milieu liquide, tous
les cals issus des protoplastes de ManZhot esculenta (rantsz
vont dépérir. Finalement, l'ensemble des cals présents dans
le milieu de culture est composé de 11 % de cals bruns de
Manihot glaziovii Muell et de 89 % de cals blanchdtres hy-
brides. La présence de nombreux cals hybrides dans nos cul-
tures nous permet de constater gue l'allofusion entre les
deux espé&ces, déja observée pendant les expériences de fu-
sion (fig. 80), s'opére de maniére satisfaisante. L'&li-
mination de cal d'un des parents dans le milieu de cplture,
la faible quantité des cals de l'autre parent permettent

un contrdle facile du développement des cals hybrides.
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4 - 4.2.6. Le développement des cals hybrides sur milieu

gelosé

Tous les cals formés dans le milieu liquide
peuvent étre repris & l'aide d'une pipette stérile et trans-
férés sur milieu gélosé ol ils vont proliférer activement.
Dans toutes nos cultures , les cals formés i partir de pro-
toplastes de Manihot glaziovii Muell sont tré&s peu chloro-
phylliens, si on les compare aux cals obtenus avec le
Manihot esculenta Crantz, Cv Malela 1 ou CB. Les milieux
riches en cytckinines (2 mg/1l de BAP) accentuent encore
cette différence de coloration. Dans ces derniers milieux,
les cals de Manthot glaziovii Muell sont bruns et croissent
trés lentement, atteignant seulement 5 mm de diamétre au
bout d'un mois, alors que ceux de Manihot esculenta Crantz
mesurent au méme moment 10 & 15 mm de diamétre et sont

intensément verts.

50 jours aprés leur transfert sur un milieu gé-
losé, riche en cytokinine, les cals issus d'une expérience
de fusion ne présentent jamais de coloration wvert intense.
Ce qui indique que les cals de Manihot esculenta Crantz
ont dépéri aprés un long séijour (2 mois) en milieu liquide.
La présence de cals bruns au développement trés ralenti
signale l'existence de quelques cals de Manthot glazioviti
Muell. Ces cals visiblement différents des autres a cause
de leur couleur brune et de leur faible développement sont
faciles 3 dénombrer. Mais une autre catégorie de cals
demeure importante dans la culture. Cette catégorie treés
hétérogéne est composée de cals développés (10 mm de dia-
métre), ou au contraire de faible diamétre (2 4 3 mm), 1lé-
gérement verts ou blanchltres. Ce type de cals qui ne se
forment pas lors des cultures séparées des protoplastes
des 2 espéces, seraient donc issus du développement des

cellules fusionnées. La figure 90 montre gue ces cals sont
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nombreux : ils constituent environ 94 % des cals viables
développés sur le milieu gélosé, 6 % seulement étant com-

posés de cals bruns de Manihot glaziovii Muell.

La plupart de ces cals issus de la fusion de
protoplastes sont viables et présentent une prolifération
rapide, comparée a celle des cals bruns de Manihot glaziovii
Muell. Conservés sur ces milieux riches en cytokinines,
ils deviendront rapidement chlorophylliens, mais leur colc-
ration verte reste discréte, intermé&diaire entre celle des
cals bruns de Manthot glaziovii Muell et celle des cals
d'un vert intense du Manzhot esculenta Crantz. Lorsque nous
les transférons dans un milieu pauvre en phytohormones
(0,05 mg/1 d'ANA), les cals issus des protoplastes fu-

sionnés initient des racines, comme le montre la figure 94.

Si aprés une culture classique des protoplastes
de Manihot esculenta Crantz ou de Manihot glaziovii Muell,
les cals transférés sur nilieu gélosé sont parfaitement
homogénes, les cals issus des protoplastes fusionnés cons-
tituent par contre une population non homogéne : certains
sont bien développés, d'autres fort peu développés ; ils
scnt tous les deux peu colorés au cours du premier mois de

leur développement sur milieu gélosé&, riche en cytokinines.

L'analyse des é&chantillons de cals 8gés de ¥ mois
effectuée au laboratoire de Madame le Professeur PARIS-PY-
REIRE , laboratoire de la Physioclogie de la Nutrition Miné-
rale des Végétaux (U.S.T.L.) montre des chloroplastes déja
fonctionnels pour les cals de Manthot esculenta Crantz,
uniquement des proplastes chez le Manihot glaiZiovii Muell
et des proplastes en phase d'organisation en chloroplastes

pour les cals hybrides.



Fig. 91: Dévéloppement de la culture aprés une expérience de fusion de
protoplastes des 2 espéces de Manihot, 60 aprés en milieu liquide.
Fig. 92: Dévéloppement des cals issus d'une expérience de fusion. Aprés
50 jours sur milieu gélosé, on remarque un ensemble de cals hétérogénes du
point de vue de leur coloration et de leur dévéloppement.
Fig. 93: Les 3 types de cals observés:
A = vert intense ( Manihot esculenta )
B = brun ( M. glaziovii )
C = blanchdtre ou légérement vert ( hybride )
Fig. 94: Rhizogénése sur un cal hybride aprés 4 mois de culture sur
milieu gélosé.

il
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Fig. 94 bisChloroplastes des différents types de cals observés

A)
B)

0)

dans nos expériences.

Planche construite 3 1'aide des photographies fournies
par le laboratoire de Physiologie Végétale de Madame
le Professeur PARIS-PIREYRE.
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Chloroplaste fonctionnel du cal chlorophyllien 4gé de 2 mois
et dévéloppé 3 partir de protoplaste de M. esculenta Crantz.
Proplaste du cal brun dgé de 2 mois et initié a partir du
nrotoplaste de M. glaziovii Muell.

Proplaste en début de différenciation observé sur le cal hy-
bride légérement chlorophyllien et 4gé de 2 mois.




- 132 -

4 - 4.2.7. Discussion sur l'évolution des protoplastes

L I L I I I R I S . T T T

aprés l'opération de fusion
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La sélection éventuelle des cellules hybrides
aprés une opération de fusion est toujours délicate. Les
contrdles des pourcentages de fusions, réalisés ci-dessus
semblent indiquer que les capacités d'allofusion intragéné-
rique (Manihot esculenta X Manthot glaziovii : fig. 74, 77,
80) et intergénérigue avec des genres éloignés (Manihot x
Dioscorea : fig. 81) sont grandes en ce gqui concerne les

protoplastes de manioc.

Il parait difficile d'affirmer que les cellules
fusionnées obtenues au cours de nos expériences prolifeérent
par bourgeonnement, car 2 jours aprés la fusion, toutes les
cellules (hybrides ou non) paraissent identiques dans le
milieu de culture. Mais, étant donné que les clivages ob-
servés commencent aprés l'arrét des bourgeonnements (fig. 82,
85 et 86), on peut donc considérer que les cellules fusion-

nées bourgeonnent également.

Dans le cas des cellules hybrides, le bourgeon-

nement conduit a3 des situations diverses :

- formation des poches de bourgeonnements sans
noyaux, quand la cytodiérése s'effectue avant la caryocinése
sans ascension totale d'un noyau dans une poche de bourgeon-
nement. Ceci conduirait donc dans le cas des cellules hy-
brides a la formation d'un cdté de cytoplaste a cytoplasme
hybride et de l'autre a8 la formation d'une cellule a 2 noyaux

allotetraploides.

- Un partage dissymétrique des chromosomes des
2 espéces peut se produire alors ; et si les 2 cellules fil-

les bourgeonnées se séparent, elles seront aneuploides.
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- Chaque stock chromosomigque de chaque parent
est restauré dans chaque poche de bourgeonnement, ce qui

conduirait a la formation des cybrides.

L'apparition chez certains cals hybrides de
cellules a contours irréguliers (fig. 89) dénote la possi-
bilité d'incidents cytologiques au niveau de la culture
des cellules hybrides dans le milieu M. Signalons 3 ce
sujet que MAGOON et al (1966) avaient rapporté& que chez
les allodiploides issus des croisements sexués entre les
2 espéces, l'appariement des chromosomes était parfois
défectueux chez certains bivalents et gque certains parmi
eux présentaient une séparation précoce par rapport &
d'autres. Ces incidents n'altérent pas dans notre cas la
viabilité des cals formés et peuvent &tre 3 l'origine de
la diversité des cals hybrides observée aprés leur dévelop-

pement sur milieu gélosé (£fig. 92).

Remarquons pour terminer gque la fusion des pro-
toplastes donne généralement naissance a des cellules allo-
tétraploides plus ou moins stables, base de la grande va-
riabilité observée dans une population de plantes régénérées

d partir de la fusion de protoplastes, lorsqu'on la compare

d celle issue de la reproduction sexuée.

L'observation d'une diversité de cals hybrides
développés dans nos cultures peut donc &tre le reflet d'une

variabilité intervenue au sein de nos cultures.

4 - 4.3. Conclusion sur le systéme_ d'obtention d'une varia-
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La manihocine, méme non totalement purifiée, a

un effet décelable vis d vis de la survie des protoplastes
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de Manihot esculenta (rvantz. Cet effet qui se manifeste
par la mort des cellules n'affecte pas la survie des
protoplastes de Manihot glaziovii Muell, espéce résistante
a la bactériose pour les guantités inférieurs (1/15) a
celles contenues dans le filtrat de culture (1/10) de
Xanthomonas manihotis. Ce type d'effet est pour EARLE
(1982}, une premiére caractéristique importante et néces-
saire pour l'utilisation des toxines produites par des
agents phytopathogénes. Nous avons montré (MABANZA 1982)
gu'une souche de Xanthomonas manihotis gardée dans de
l'eau distillée a 4° C pendant 9 mois ne produisait plus

un filtrat de culture aux effets toxiques décelables.

Or, nous avons signalé que si la manihocine
induit une toxicité dans le milieu de culture & la dilu-
tion 1/15, 16 % de cellules restent encore en survie au
4e jour de la culture. Ces cellules survivantes, viables,
commencent 3 proliférer par bourgeonnement dés le 4e jour,
en augmentant la population cellulaire dans nos cultures.
Beaucoup de cellules résistantes a la manihocine vont for-
mer leurs parois et se diviser par clivages successifs,

en conduisant & la formation des cals viables qui sont ca-

pables de se développer sur un milieu gélosé.

En ce qui concerne la fusion des protoplastes,

nous remarguons que :

- cette fusion est possible entre protoplastes

de manioc dans nos conditions expérimentales.

- Le protoplaste de manioc posséde une grande
aptitude a l'allofusion, soit avec des protoplastes des
espéces proches comme le Manihot glaziovii Muell, soit avec
ceux des espéces de genres trés é&loignés, appartenant aux

monocotylédones (DZiocorea alata).



- L'évolution des cellules apré&s fusion cor-
respond d celle observée dans la culture ordinaire de
protoplastes de Manthot esculenta Crantz et de Manihot
glaziovii Muell (MABANZA et JONARD 1983 a et 1984). Au
cours de cette évolution, nous pouvons définir une "voie
diversifiante”, le bourgeonnement gqui intervient dans
les premiers moments de la culture, et une "voie conser-
vatrice" la division par clivage qui permet 1'obtention
de cals viables. La premiére voie permet 1'augmentation
du nombre de cellules et l'obtention d'une diversité cel-
lulaire et la seconde voie participe &8 l'entretien de cette
diversité& en formant les cals viables. Ceci est une carac-
téristique importante de notre dispositif expérimental qui
permet de disposer d'un grand nombre de cals susceptibles

de variabilités.

- La sélection des cellules ou des cals hybrides
reste jusqu'ad ce jour en général fort délicate. Méme, lorsque
des plantes hybrides sont régénérées, ces produits de fu-
sions restent difficiles 3 caractériser. Les critéres couram-
ment utilisés (crit@res morphologiques, cytologiques et
biochimiques) ne sont pas toujours adaptés, surtout pour
des espéces assez proches (TABAEIZADEH 1983). TABAEIZADEH
(1983), en faisant la caractérisation des plantes obtenues
par fusion somatigue entre les protoplastes de Lycopersicum
et ceux de Petunia, pense gue le critére biochimique reste
sans doute le meilleur, si 1l'on prend soin de sé&lectionner

de bons marqueurs biochimiques.

La difficulté d'une caractérisation caryologique
des produits de fusion tient au fait qu'aprés l'opération
de fusion, beaucoup d'incidents peuvent se produire a l'étape
cellulaire de la culture et en particulier 1'é&limination
des chromosomes d'un des parents, ce qui conduira a la
formation des cybrides. Alors, l'analyse de ce produit ne

peut s'effectuer par le comptage des chrcmosomes, le cybride
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ne comportant que le stock de 1'un des parents. BELLIARD
et PELLETIER (1978) caractérisent des produits de fusion
de ce type par l'analyse des ADN cytoplasmigues.

Les cals issus du développement des cellules
fusionnées aux caractéristiques intermédiaires (coloration,
développement, état des chloroplastes) entre celles des
2 parents sont organogénes et peuvent initier de nombreuses
racines.Cependant, il nous reste a réaliser la régénération

de la plante entiére de manioc a partir de protoplastes.

4 - 5., LES ESSAIS DE REGENERATION DE PLANTES A PARTIR DE
PROTOPLASTES

En dehors de certaines espéces végétales, tel-
les que le tabac, chez lesquelles la technique de régéné-
ration de plantes a partir de protoplastes est pratiquement
maitrisée, cette régénération est souvent difficile a réa-
liser. Ainsi, TABAEIZADEH (1983) a rapporté la difficulté
de régénérer une plante de tomate & partir de protoplastes,
bien qu'elle ait obtenu la régénération de L. peruvianum
et de l1l'hybride somatique entre les 2 espéces. SHANIN et
SHEPARD (1980) n'ont pu régénérer la plante chez le manioc
qu'd partir d'un cultivar sur les 4 utilisés. Les difficultés
de régénération sont liées & la nature du cultivar utilisé,
méme au sein d'une espéce chez laquelle de nombreux cas de
régénération peuvent &tre signalés (TABAEIZADEH 1983, SHAHIN

et SHEPARD 1980).

Nous avons pour notre part essayé 2 voies de
régénération : la voie organogéne par les inductions cau-
logénes et rhizog2ne et la voie embryogéne par la formation

des embryoides.
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Lorsqu'aprés 20 jours, les protoplastes de
Manihot esculenta (rantz ont formé des cals de 0,2 & 0,3
mm de diamétre, nous pouvons les récupérer avec une pi-
pette stérile et les transférer sur un milieu gélosé sur
lequel ils vont proliférer activement, Ces cals deviennent
rapidement verts et atteignent un diamétre de 15 mm en 1
mois. Les milieux utilisés renferment diverses combinaisons
en phytohormones (ANA, BAP et AG3). Dans la majorité des
milieux pauvres en BAP (0,5 mg/l ) et riches en ANA, les
cals ont formé rapidement des racines dés le second mois

aprés le transfert sur milieu gélosé.

Les mémes observations ont &té enregistrées en
ce gul concerne les cals issus du milieu sélectif 3 maniho-
cine ou les cals hybrides au niveau desquels les racines
apparaissent aprés 4 mois. Les cals de Manthot glaziovii
ont un développement trés lent ; aprés 4 mois, ils peuvent
cependant atteindre 20 mm de diamétre, aprés 8 mois cer-

tains de ces cals ont initié des racines.

Les milieux plus riches en cytokinines (BAP de
0,5 a8 2 mg/l ) ont également, en présence de faibles quan-
tités d'auxines (ANA = 0,2 mg/l ) initié& un bon dévelop-
pement des cals trés compacts d'un vert intense avec le
Manihot esculenta (Crantz. Le transfert de ces derniers sur
des milieux pauvres en phytohormones ou sans phytohormone,

n'a favorisé que 1l'induction rhizogéne aprés 5 mois.

La rhizogéndse est donc la seule forme d'organo-
génése apparue sur les cals issus de protoplastes. Cer-
taines formations caulogénes ont cependant &té& obtenues
(fig. 95) sur des milieux renfermant trés peu de phytohor-
mones, avec un rapport BAP/ANA variant entre 2 et 5. Ces

formations caulogénes sont restées peu nombreuses et ne
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se sont jamais développées en pousses feuillées.

Une autre voie a été tentée et s'est révélée
plus efficace. Sur les cals enracinés quelques formations
racinaires sont prélevées avec une partie du cal, puis
repiguées dans un milieu pauvre en phytohormones. En moins
de 10 jours, des formations caulogénes sont apparues sur
un grand nombre de ces formations racinaires repiquées.
Cette caulogénése a cependant été blogquée aprés une semaine.
L'obtention facile de cette caulogénése sur des formations
racinaires aisément développées sur des cals issus de proto-

plastes est donc une voie de régénération possible.

Nous avons par la suite orienté nos efforts vers

des essais d'induction embryogéne.
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Les figures 96 et 97 montrent qu'il est possible
d'obtenir des embryoides dans le milieu de culture des pro-
toplastes de manioc. Ces embryoides apparaissent lorsqu'on
crée un choc auxinique dans une culture &gée de 7 a 15 jours.
Un mois aprés, nous pouvons observer la formation des em-
bryoides. Mais, comme pour la caulogénése, ces embryoides
ont été blogqués et ne se sont pas développés en embryons via-

bles, capables d'évoluer en plantes entiéres.

Cette possibilité d'embryogénése confirme les
résultats déja obtenus sur la régénération des plantes en-
tidres a partir des organes juvéniles de Manihot esculenta

tels que les cotylédons.

En effet, sur cette espéce, récemment , STAMP
et HENSHAW (1982) ont obtenu l'embryogénése somatique et

la formation de plantes entiéres & partir de cotylédon.
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Fig. 95: Formation caulogéne obtenue sur des cals issus de protoplastes.
La caulogénése a été souvent bloquée 3 ce stade aprés une semaine.
Fig. 96: Proembryons dévéloppés aprés un choc auxinique en milieu
liquide.
Fig. 97: Dévéloppement des embryoides dans le milieu liquide:
A = embryoide globulaire
B = embryoide en torpille

c

embryoide en coeur



- 140 -

Nous: mémes (MABANZA 1982, MABANZA et JONARD 1983), avons
obtenu la formation de plantes entiéres a partir de néo-
formation de bourgeons sur des explants de cotylédon,
mais également & partir des cals développés au niveau des
apex (MABANZA 1982, MABANZA et JONARD 1981). L'organogé-
nése et la formation de plantes entiéres obtenues anté-
rieurement par SHAHIN et SHEPARD (1980) a partir de proto-
plastes de manioc, la caulogénése et 1l'embryogénése que
nous avons initiées au cours de nos travaux, cet ensemble
de résultats montre que les deux voies de régénération
(embryogénése somatique et organogénése) sont possibles

chez les protoplastes de manioc.

4 - 5.3, Discussion

La régénération de plantes entiéres sur des
cals formés d partir des protoplastes dans le milieu de
culture par organogénése ou par embryogénése est donc
possible chez nos cultivars de manioc. Il convient. mainte-
nant de mettre au point, comme nous l'avons fait antérieu-
rement pour le microbouturage, la culture des cotvlédons
ou de l'apex, un milieu de culture capable d'induire le

développement des plantes entiéres,



V- CONCLUSIONS GENERALES
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A la fin de ce mémoire, il convient d'en déga-

ger les principaux résultats.

1 - La mise en collection du matériel végétal
local Congolais a permis de caractériser un certain nombre
de cultivars.Al cours de nos recherches antérieures, effec-
tuées pendant les années 1976 & 1979 ; nous avons observé
une grande diversité chez les cultivars locaux au niveau
de leur souplesse d'adaptation a4 différentes zones &colo-
giques (zones forestiéres, argileuses, argilo-sableuses,
zones de savanes, zones de faible pluviométrie avec moins
de 1500 mm d'eau et zones de forte pluviométrie avec plus
de 1500 mm d'eau) et de leur sensibilité i différents fléaux
tels que l'anthrachnose, les mosaiques, la cochenille et
la bactériose. Notre objectif devint alors 1l'obtention de
plantes résistantes a la bactériose due au Xanthomonas ma-
nthotis. Le travail de terrain réalisé au Congo a constitué
le support de notre future expérimentation. Nous avons
ainsi choisi pour nos expériences zn vitro quelques uns

des cultivars en collections.

2 - Ainsi, certains cultivars locaux, méme atta-
gqués par la bactériose, présentaient une capacité de pro-

-

duction supériaure a celle des clbnes introduits. Cette
observation nous conduisit donc & chercher une amélioration
du niveau de résistance a la bactériose due au Xanthomonas

manihotis parmi le matériel végétal local.

Or, l'hybridation sexuée entre Manihot esculenta
Crantz et Manihot glaziovii Muell, bien que pouvant donner
de bons résultats (HAHN et al. 1973), se révéle assez lon-
gue 3 réaliser. Les techniques nouvelles, telles que la

culture <Zn vitro des protoplastes nous parurent plus inté-
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ressantes, en offrant de plus une possibilité plus grande
de variabilité& au niveau de la descendance. Mais cette
technique n'est exploitable que dans la mesure ol les cals
obtenus iZn vitro sont capables de régénérer des plantes

viables.

3 - FEREOL (1978) et TILQUIN (1978) avaient
signalé antérieurement que le bouturage du manioc était

réalisable 7in vitro.

Nous avons cependant remargqué que tous les cul-
tivars ne manifestent pas un bon comportement lorsque les
explants sont isolés sur un milieu nutritif simple sans
phytohormones. Nous avons observé en effet gue les boutures
du cultivar MM 78, sur milieu de KNOP, ne forment une plante
entiére gu'aprés 1 mois, la plante ne pouvant &tre utilisée

pour l'isolement des protoplastes que 2 mois aprés.

L'emploi du milieu de MURASHIGE et SKOOG, enri-
chi en phytohormones a favorisé la formation de plantes en-
tiéres chez tous nos cultivars de Manihot esculenta en moins
de 15 jours et a permis d'étendre la technique au cultivar
de l'espéce arbustive Manthot glaziovii Muell et au cldne

MA 255, hybride sexuée entre les 2 espéces.

Le bouturage en 2 temps, utilisant un premier
milieu riche en cytokinine pour le développement des pous-
ses et un second milieu enrichi en auxine, favorable & la
rhizogénése, permettra une multiplication encore plus rapide
en favorisant la régénération de plantes entiéres en moins
de 15 jours, ou en permettant la formation accélérée de
plusieurs plantes (3 a& 5). Remarquons ici que des résultats
analogues ont &té obtenus en appliquant la m&me technique
sur les Citrus (MAMPOUYZ 1983) et sur les rosiers (AVRAMIS
1982).

La mise au point d'une technique de microbou-

turage permettant une multiplication intense et conforme
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des plantes issues de nos divers cultivars (cultivars de
Mantihot esculenta Crantz, cultivars de Manthot glaziovit
Muell et leur hybride), constituait un bon départ pour

nos futures expérimentations. IIn moins d'un mois, nous dis-
posions donc ‘dans des conditions d'homogénéité excellentes
de grandes quantités de matériel végétal conforme. Les
plantes obtenues sont, aprés leur transfert en pot, entre-
tenues normalement en serre sur un substrat renfermant 3/5

de puzzolane et 2/5 de tourbe.

4 - Les autres possibilités de multiplication
végétative que pouvaient nous offrir divers explants de
manioc en culture in vitro ont été ensuite analysées (MABANZA
1982, MABANZA et JOMARD 1981, 1983 b). Contrairement 3
TILQUIN (1978) qui a obtenu la néoformation de plantes
entiéres a partir de fragment de limbe ou de pétiole, nos
diverses expériences n'ont pas confirmé ces premiers résul-
tats ; cette observation est en accord avec celles de NAIR
et al. (1979) qui n'obtenaient aucune caulogénése avec ce
type d'explant, bien que la régénération de plantes entiéres
soit facilement obtenue 3 partir des limbes foliaires chez
beaucoup d'espéces, par organogénése sur BEGONIA (KHODER et
al. 1982) mais encore par embryogénése somatique sur le
café par exemple (DUBLIN 1980).

Par contre, les potentialités organogénes des
organes juvéniles de manioc, tels que le cotylédon ou 1l'apex
sont marquées. Elles permettront l'obtention de plusieurs
plantes entiéres en moins d'un mois, & partir d'un seul méris-
téme (MABANZA 1982, MABANZA et JONARD 1981). Les plantes
obtenues d partir de ces explants de méristéme caulinaire
se développent normalement en serre, et sans manifester de
variabilité apparente ni présenter les svmptdmes de mosaiques

observables sur celles multipliées par simple microbouturage



in vitro, méme aprés 6 mois de culture en serre. Ainsi
donc, la culture du méristéme caulinaire nous offre la
possibilité d’'obtenir des plantes saines. Nos observations
sont conformes a celles de KARTHA et GAMBORG (1975, 1978)
gul obtenaient par isolement-des apex 60 % de plantes:. in-
demnes de virus chez le manioc et de ADEJARE et COUTTS
(1981) gqui ont é&galement enregistré des résultats sembla-
bles sur la culture in vitro des apex de manicc. Ainsi,
une plante saine issue de la culture du méristéme cauli-
naire peut étre sélectionnée, puis par des microbouturages
accélérés in vitro, multipli&e en moins d'un mois pour
fournir le matériel nécessaire aux expérimentations sur

les protoplastes.

De nombreuses plantes entiéres peuvent également
étre régénérées en moins d'un mois 3 partir de fragments
de cotylé&don. Le fait que STAMP et HENSHAW (1982) aient
de leur cdté obtenu une embryogénése somatique au niveau des
explants de cotylédon isolés in vitro, nous laisse penser
gque suivant les conditiens de culture, les deux formes de
régénération somatique de plantes, embryogénése et organo-

gériése, sont possibles chez le manioc.

5 - IKOTUM (1976) notait gue les symptdmes de
bactériose observés sur le manioc attagué, pouvaient étre
diis 4 1'action d'une toxine. Récemment, PERREAUX et al.
(1982) ont isolé& un composé&, l'acide 3-méthylthioproprio-
nique, capable d'initier certains symptOmes de la maladie.
Nous avons,pour notre part, montré que Xanthomonas manihotis
était capable de produire en culture un filtrat toxique,
capable d'induire un flétrissement notable sur les lobes
foliaires détachés des plantes sensibles & la bactériose
et cultivées en serre ou sur des pousses des plantes sen-
sibles, cultivées in vitro. Cet effet toxique n'est pas

décelable sur les organes du cultivar de l'espéce Manzhot
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glaziovii résistante 3 la bactériose provoquée par

Xanthomonas manihotis.

Nous avons trouvé d'autre part, que le filtrat
de culture purifié, la manthocine, permettait de déceler
une différence de sensibilité & l'effet toxique chez les
différents cultivars de Manihot esculenta Crantz sélection-

nés dans nos expériences (MABANZA 1982).

La manihocine pourratt donc servir comme agent
de criblage de cultivar vis d vis de la résistance 4 la
bactériose, et par conséquent &tre utilisée comme un test

-

de résistance des cultivars 3 la bactériose.

La mise au point de 1l'isolement de la maniho-
cine a permis de confectionner des milieux sélectifs pour
nos expérimentations sur 1l'accoutumance des protoplastes

aux toxines du Xanthomonas manihotis.

6 - En ce qui concerne maintenant 1l'isolement
et le développement Zn vitro des protoplastes végétaux,
les spécialistes indiquent la nécessité d'une bonne tech-
nique d'isolement des protoplastes, permettant d'obtenir
des protoplastes isolés,viables, en grande guantité. Mais,
il convient encore que les protoplastes dans un milieu
nutritif convenable, soient capables de reformer leurs
parois, puis proliférer activement pour former des cals
viables. Enfin, il faut mettre au point un milieu favorable
au développement futur des cals, puis & 1l'induction organo-
géne ou & la formation des embryons. Certains chercheurs
notent l'importance du conditionnement préalable des plan-
tes (SHAHIN et SHEPARD 1980) et celle du génotype (TABAEI-
ZADEH 1983), utilisé.

Pour notre part, nous remarguons que les proto-

plastes de manioc, Manihot esculenta Crantz, sont facilement
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isolés a partir des limbes foliaires des plantes cultivées
en serre, ou mieux encore a partir des plantes cultivées
in vitro. Notre technique d'isolement permet 1l'obtention
d'environ 1.10? protoplastes par gramme de limbe, lorsque
nous pratiquons une seule macération ; mais l'utilisation
de deux macérations dans notre expérimentation a permis

de disposer pour chaque expérience d'au moins 2.107 proto-

plastes par gramme de limbe.

Divers milieux de culture pour l'isolement des
protoplastes de différentes espéces végétales ont été pré-
parés par NAGATA et TAKEBE (1971) sur le tabac, KARTHA et
al. (1975) sur le Brassica napus, UPADHYA (1975) sur la
pomme de terre, BOURGIN et al. (1976) sur le tabac et SHEPARD
et TOTTEN (1977) sur la pomme de terre. En effet, la com-
position du milieu de culture a une trés grande influence
sur le développement des protoplastes (VASIL et VASIL 1980,
MABANZA et JONAED 1983).

Nous avons mis au point pour le manioc le milieu
M qui permet d'isoler des protoplastes viables, capables
de reformer leurs parois et de proliférer. La mise au point
de ce milieu M a permis, en particulier, la prolifération

par clivage de la presque totalité des protoplastes viables.

Au cours de nos nombreuses expérimentations sur
les protoplastes de manioc, deux phénoménes ont &té observés
au niveau cellulaire : la preoclifération par bourgeonnement
et la division par clivage (MABANZA 1982, MABANZA et JONARD
1983, MABANZA et MEYER 1984).

Le bourgeonnement est un phénoméne qui avait
déja été observé par plusieurs auteurs. NAGATA et TAKEBE
(1970) le décrivent comme étant une éjection du cytoplasme
qui favorise la formation des subprotoplastes. DUTUIT (1981)

qui 1l'a étudié en fonction de 1'Age des organes (feuilles)
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servant a 1'isolement, se refuse 3 le considérer comme un
phénoméne pathologique. Pour MEYER (1981), le bourgeonnement
chez les protoplastes de tabac mis en culture danrs les
milieux WO 6 et RO 6 est une prolifération cellulaire qui
s'accompagne d'une caryocinése classique, conduisant i 1la
formation des deux noyaux fils. Dans nos cultures, nous
avons observé que les cellules filles, issues des bourgeon-
nements peuvent ou non se séparer. Ce sont des cellules
viables qui peuvent ultérieurement reconstituer leurs parois
et entrer alors en division par clivage. En effet, dans nos
expériences réussies,toutes les cellules issues des bour-
geonnements se sont divisées par la suite par clivage pour

former des cals wviables.

La division par bourgeonnement peut se dérouler
d'une maniére dissymétrique. NAGATA et TAKEBE, 1970 notaient
que beaucoup de subprotoplastes formés 3 1'issuedes bour-
geonnements, contenaient trés peu ou presque pas de chloro-
plastes. Dans nos cultures, le bourgeonnement a conduit 3
la formation de véritables cellules filles ; toutefois,
la répartition entre cellules filles du cytoplasme et des
chloroplastes a é&té souvent dissymétrigue. Le fait que nous
assistons dans nos cultures a8 une séparation massive des
cellules filles issues des bourgeonnements, nous permet de
dire que ce mode de divisions permet une augmentation du
nombre de cellules uniques dans nos cultures, mails, peut
étre aussi 34 la base de la création d'une diversité cellu-
laire. Cette prolifération par bourgeonnement apparait
alors dans nos cultures comme une voie diversifiante de la

division cellulaire.

La division par clivage se produira dés le 4e
jour de culture, peu fréquente au cours des premiers jours
ol elle sera le plus souvent précédée par le bourgeonnement.
Mais, aprés 2 semaines, l'ensemble de la population cellu-

laire va entrer en clivage, méme dans les amas des cellules
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bourgeonnées. Cette division qui n'intervient qu'apreés

la formation des parois, réclame des conditions parti-
culiéres : un milieu de culture convenable, le milieu M,
une température supérieure d 25° C, une .densité de culture
située entre 2.105 et 3,5.105 protoplastes/ml, un apport
exogéne de phytohormones etc... Le fait que nous ayons

sur les milieux sans phytohormones, observé des bourgeon-
nements avant que les cellules ne meurent 6 jours aprés

la mise en culture, montre gu'au moment de l'isolement des
protoplastes, les novaux des cellules conservent toutes
lenrs capacités de divisions, mais la vie cellulaire ne
peut &tre entretenue que par un apport exrogéne d'auxine

et de cytokinine,

En effet, dans nos expériences, l'apport de
phytohormones favorisait la formation des parois et la
division par clivage, deux phénoménes étroitement liés
aux teneurs en auxines (ANA) du milieu., Ainsi, les gquan-
tités dA'ANA inférieures a 4 mg/1 n'ont pas fourni des
résultats satisfaisants. Si la caryocinése, la formation
des parois et la cytocinése sont apparues dans nos cul-
tures comme des phénoménes indépendants, l'obtention de
cals a croissance indéfinie a nécessité par contre, une

coordination entre ces 3 mécanismes.

L'obtention de cals viables est précoce dans
le milieu liquide M. Aprés 21 jours de culture, ces cals
visibles 4 1'ceil nu ont de 0,2 3 0,4 mm de diamétre et
peuvent facilement proliférer ensuite aprés transfert sur

un milieu gélosé.

La division par clivage, décrite pour la pre-
miére fois dans une culture des protoplastes de tabac par
NAGATA et TAKEBE en 1970, permet un partage d'une cellule
mére en 2 cellules filles, approximativement &gales. Ces
cellules filles ne se sépérent pas ; elles sont reliées

entre elles par la lamnelle moyenne formée au niveau de



l'ancienne plagque métaphasique. Elles s'assembleront en
colonie. Il s'agit 13 donc d'une prolifération "conser-
vatrice", car contrairement au bourgeonnement qui sépare
les cellules filles, le clivage contribue 3 conserver
dans une seule colonie, tout le potentiel génétigue de
la cellule mére. Par contre, l'apparition des clivages
chez les cellules issues des bourgeonnements, va parti-
ciper 4 l'entretien et & la conservation, par la forma-

tion des colonies 3 croissance indéfinie, de cette diver-

sité cellulaire créée au moment des bourgeonnements.

L'entretien favorable de la wvie cellulaire
dans le milieu M jusqu'a la formation de nombreux cals 3
croissance indéfinie, nous permettra donc de conserver
et entretenir une variation transmissible intervenue au

niveau cellulaire.

Sur ce méme milieu M, la formation des cals a
croissance indéfinie est possible 3 partir des protoplastes
de Manihot glaziovii Muell, Entretenus sur ce méme milieu M,
les cals des 2 espéces manifestent des différences signi-
ficatives : les cals issus de Manthot esculenta Crantsz
manifestent une prolifération rapide, sont colorés en vert
intense et sont capables d'initier des racines aprés 2 mois
de culture sur milieu gélosé ; les cals de MantZhot glaziovii
Muell, par contre, présentent une croissance beaucoup plus
lente, leur coloration brune au départ devient vert péle
aprés 3 mois de culture. Ils n'induisent des racines qu'apreés

8 mois.

Les essals de régénération de plantes entiéres
que nous avons conduits récemment, indigquent que 1'induc-
tion caulogéne peut étre obtenue & partir des colonies is-
sues des cals. Elle est cependant trés faible et souvent
bloquée dés les premiers stades. La régénération de la

plante entiére nécessitera probablement la mise au point
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d'un milieu convenable différent de ceux couramment utili-
sés pour les autres espéces. La formation d'embryoides
obtenue apré&s un choc auxinicue, trés tdt, est un résultat

également encourageant.

7 ~ Nos expériences réalisées sur un milieu
sélectif montrent gu'il existe une différence significative
au seuil de 1 % entre les protoplastes de Manihot esculenta
Crantsz et ceux de Manihot glaziovii Muell en ce gui concerne
leur sensibilité vis & vis des effets toxiques de la mani-
hocine. En effet, les protoplastes de Manihot glaziovit
Muell, espéce résistante aux attaques de Xanthomonas mani-~
hotig, ne sont pas tués par la manihocine, contrairement
d ceux de Manihot esculenta (rantz dont la viabilité est
voisine de 16 % seulement au 4e jour de culture. Nous avons
confirmé ainsi les résultats enregistrés au niveau des tests
réalisés sur des lobes foliaires ou sur les pousses des

deux espéces (MABANZA 1982), isolés in vitro.

Et, les protoplastes des cultivars sensibles
qui survivent dans le milieu 4 menthocine restent viables.
Ils se divisent pour former des cals capables de se déve-
lopper sur milieu gélosé, La formation de nombreux cals via-
bles montre gue le systéme manihocine - protoplastes de

cultivars sensibles 3 la bactériose est un systéme utili-

sable dans notre dispositif expérimental.

8 - L'hybridation somatique peut également créer
1'induction d'une résistance 3 la maladie chez une espéce
sensible. Cette hybridation permet la fusion entre proto-
plastes des 2 espéces, l'une sensible, l'autre résistante
3 la maladie. Il semble que les protoplastes de manioc aient
une grande capacité d'allofusion interspécifique ou inter-
générique comme l'indiquent nos expériences de fusions, réa-

lisées avec une autre espéce végétale l'igname (Dioscorea



alata). Cette capacité d'allofusion peut &tre appréciée

en comptabilisant le nombre de protoplastes libres (non
fusionnés ou non agrégés) dans les expériences de fusions
entre les protoplastes des 2 espéces de Manihot. Ce nombre
est relativement faible, moins de 30 % de la totalité des
protoplastes. Pour augmenter le taux d'allofusion et réduire
celui d'autofusion, il conviendrait de mieux mélanger les
protoplastes des 2 espéces au moment de 1l'opération de
fusion, ce gui est aisément réalisable sur manioc, les
deux espéces possédant des protoplastes de mémes calibres
et étant traités de la méme facon tout le long de leur

culture.

Les cals obtenus aprés une expérience de fusion
sont relativement nombreux et permettent donc une étude
des produits de fusion. Une méthode de sélection de cals

hybrides a été essayée.

Cette méthode s'appuie sur quatre caractéris-
tiques principales liées 3 la culture des protoplastes des
deux espéces de Manihot

(1) les protoplastes parentaux évoluent diffi-
cilement avec les densité&s de culture inférieures a 0,5.105

Prot./ml ;

(2) Les protoplastes de Manthot esculenta Crantz
forment des cals précoces qui dépérissent aprés un long sé-

jour (1 mois) dans le milieu liquide M ;

(3) Les cals développés a partir des protoplas-
tes des 2 espéces portent des colorations bien distinctes,

durant toute la culture sur le milieu gélosé ;

(4) L'analyse faite sur les cals 4gés de 2 mois
montre que le Manthot glaziovii Muell ne comporte que des
propl astes tandis que le Manihot esculenta Crantz dispose

déja des chloroplastes fonctionnels.
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Dans nos expériences de fusion, le long sé&jour
(60 jours) imposé par la culture n'a pas favorisé la survie
des cals de Manihot esculenta (Crantz, les quelques cals
survivants de Manihot glaziovii Muell sont par contre iden-
tifiables par leur développement trés lent et leur colo-
ration brune caractéristique. Par ailleurs, les cals hybride:
obtenus ont une coloration intermédiaire entre ceux de
Manihot esculenta (rvantz, vert intense et ceux de Manzthot
glaziovit Muell, bruns au premier moment, puis légérement

verts aprés 3 3 4 mois de culture.

Ces analyses sont actuellement les seuls critéres
utilisés pour la reconnaissance des cals hybrides. Il con-
vient de noter ici que ces cals d coloration intermédiaire
n'avaient jamais été& observés au cours des multiples expé-
riences ordinaires, opérées soit sur Manihot esculenta
Crantz, soit sur ManZhot glazzovit Muell, mais sont toujours
apparus a la suite des expériences de fusion entre les deux

espéces.

L'analyse cytologique par comptage des chromo-
somes, méme si elle a été utilisée avec succés par certains
chercheurs (GLEBA et HOFFMAN 1980, GLEBA et al. 1982, SCHENK
et ROBBELEN 1982) peut parfois ne pas é&tre satisfaisante en
raison des variations du nombre de chromosomes observés par-
fois au niveau des plantes régénérées en culture in vitro
en général (SKIRVIN 1977, NIIZEKI 1974) et en particulier
sur les plantes régénérées & partir des protoplastes (KARP
et al. 1982), ou en raison de la possibilité d'élimination
des chramosomes d'un des parents. Compte tenu des modes de
divisions observés dans nos expériences, ce type d'analyse
ne peut &tre retenu comme un critére de sélection de cals
hybrides. L'analyse biochimique suppose une bonne connais-
sance valable des marqueurs biochimiques des 2 espeéces,
marqueurs qui dans notre cas doivent alors s'exprimer dans

le produit de fusion.
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Si certaines autofusions sont conservées dans
nos cultures, le comportement de nos cultivars des deux
especes, vis d vis de la manihocine, permettrait aprés
régénération de plantes entiéres, de mieux les é&tudier.

Des travaux récents ont montré en effet, qu'une étude
solide des produits de fusion ne peut souvent se réaliser
qu'aprés régénération de plantes et 1'&tude de leur compor-
tement naturel sur le terrain (TABAEIZADEH 1983),

Malgré cette analyse critique, nous restons
convaincus que l'hybridation somatique entre les 2 espéces
de manioc est réalisable, sinon réalisée comme l'indiquaient
1'obtention de fusions entre protoplastes des deux espéces
et le développemert de nombreux cals nouveaux, intermé&diai-

res entre ceux issus des deux types parentaux.

9 - La régénération de plantes entiéres de
manioc & partir de protoplastes peut &tre envisagée, puis-
que SHAHIN et SHEPARD 1'ont déja réalisé&e en 1980, bien
que les plantes gu'ils ont obtenues, peu nombreuses et ré-
générées a partir d'un cal volumineux, soient déwveloppées
a partir d'un seul génotype parmi les 4 utilisés dans leurs

travaux.

La formation de nombreux embryoides obtenus dans
nos expériences montre que la régénération de plantes en
grand nombre est possible . Cette technique devra étre pour-

suivie.

Pour conclure, nous proposerons le plan de tra-
vail résumé dans la figure 98 qui résume nos principaux

résultats et ouvre la voie aux expérimentations futures.
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Figure 98 : Schéma applicable a l'induction chez le manioc,
par la culture in vitro, de protoplastes,
d'‘une résistance a la bactériose provoguée par
le Xanthomonas manihotis.

Cultivar de M, glaziovii
Cultivar sensible de Muell (résistant)

M. esculenta Crantz

d améliorer
v
v Culture du méristiéme
Culture du méristéme apical (0,2 - 0,4 mm)
apical (0,2 - 0,4 mm
Souche de X. manihotis ‘ *
isolée des plantes des + Obtention de plantes .
zones fortement Obtention de plantes saines saines (in vitro) (1 1/2 mois)
atraquées. - . (in_vitro) (1 1/2 mois)
A 4 .{] <,
Eventuellement
Eventyellement ST
multiplication rapide par multiplication rapide par
Préparation de la microbouturage in vitro microbouturage in vitro (1 mois)
manthocine {50 m1}(5 jours) {1 mois)
Isolement des protoplastes ésglemﬁnt]ggg protoplastes
0,4 g de limbe .36 e
1. 107 protoplastes 2. 109 protoplastes

Fusion en présence

Milieu sélectif M du PEG 1540
D = 3. 10° proto/ml
5 boites de pétri.
sqs o Culture sur milieu liquide M
CuTture Surey! 1eu Tiuide D = 1. 105 proto/ml (10 boites de Petri)
{1-2 mois)
Culture sur milieu gélosé Culture sur milieu g&losé
boites de pétri (1 mois) {boites de Pétri) (1 mois)
R&génération Régénération (Fiole ou tube: & essais)
(Fiole ou tube & essai) (2 - 8 mois) (2~8 mois)

Caractérisation des plantes

Test de résistance 3 154/

manihocine (in vitro}

Multiplication rapide in vitro et
Evaluation sur le terrain
{caractérisation ; évaluation de la
productivité et de la résistance

a la bactériose).

Les cultures témoins {autofusions ou témoins-toxine) peuvent étre réalisées avec
le reste des protoplastes non utiliséa.
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ANNEXE 1

Criblage des cultivars locaux vis-a-vis de la bactériose
provoquée par Xanthomonas manihotis, année agricole 1976-77.

TABLEAU XIII : Collection de Loudima : zone a trés faible

pression de maladie ; nombre total de cul-

tivars : 65

NOTE NOMBRE DE CULTIVARS %
0 22 33
1 14 21
2 15 23
3 7 11
4 7 11
5 E o 0

Les appréciations sont effectuées sur une échel-
le construite de 0 a 5 (O = attaque nulle ou négligeable,
1 = attaque tres faible ; 2 = attaque faible ; 3 = attaque

moyenne ; 4 = attaque forte ; 5 = attaque sévére).

TABLEAU XIV : Collection de Mbé : zone a treées forte pres-

sion de maladie

NOTE NOMBRE DE CULTIVARS %
0 0 0
1 2 5
2 3 7
3 18 44
4 18 44
5 0 0

Le tableau XIII indique gue la zone de Loudima
n'a pas subi une forte pression de maladie en 1976. 33 %
de cultivars n'ont montré aucun symptdéme de bactériose.

Le tableau XIV montre gque tous les cultivars
de cette collection portent des signes de bacteriose :
cependant, 12 % d'entre eux ne sont que légérement atta-
qués. Au niveau de cette collection, ces notes ne vont
pas évoluer au cours des 3 années successives. On peut
donc constater que les cultivars locaux présentent une
différence de sensibilité aux attaques de Xanthomonas
manihotis : 12 % sont faible  ~»nt attaqués, seuls 44 %
ont subi des attaques fortes.
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TABLEAU X V : Production de quelgues cultivars de manioc

a Loudima,

année 1976-77

i

DESIGNATION DU RENDEMENT POIDS MOYEN { % MS DE | ATTA
CULTIVAR en t/ha DES TUBER- LA PUL- | QUE

CULES f{en PE BACT

kg) RIOSL
Dzibi 63,3 0,82 28,84 3
Pierre Bambi 58,6 0,55 32,22 2
Invoutoulou 2 52,0 0,88 25,81 1
Ngoubou-Ngoubou 2 51,8 0,58 39,74 1
Mamamba 3 49,5 0,73 35,10 0
Kindoundou 49,3 0,48 36,50 0
Moupioro 47,8 0,68 41,70 0
Ngono 2 46,9 0,60 37,71 2
Ngono 2 46,0 0,59 35,66 2
Muzanga 45,7 0,54 36,13 0
Kinsidi 2 43,6 G,72 41,75 2
Invoutoulou 1 42,0 0,51 38,90 O
Zanaga 1 41,5 0,63 33,11 1
Mussiele 38,8 0,71 33,66 2
Kissantou 37,3 0,78 35,16 2
Kinsangoula 36,0 0,48 34,18 4
Mamamba 1 35,6 0,51 34,09 3
Mamamba 4 34,1 0,51 8,63 0
MM 78 34,0 0,57 30,65 0
Kinsidi 1 32,4 0,51 34,00 3
Komono 2 32,3 0,52 30,59 2
Yama 32 0,33 36,89 0
Invoutoulou 4 32 0,58 34,14 1
Kinsidi des Bembes 31,6 0,79 31,69 4
Biembama 31,2 0,15 35,00 0
Mundele Maakou 74 30,7 0,37 28,34 4
Loboyo 30,7 0,54 31,71 1

Chague cultivar est multiplié sur une parcelle

de 3 m x 15 m. Les pieds sont espacés de 1 m les uns des

autres (10 000 pieds/ha).

La récolte est réalisée a 12

mois sur 10 pieds de la ligne du milieu en éliminant les

pieds de téte. Le pourcentage de matiére séche (M.S.) a

été calsulé a cette date. L'attaque de bactériose a été

appréciée 8 mois apres la plantation. Notons que le cycle
normal de récolte a Loudima est de 18 mois.
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ANNEXE 3

TABLEAU XVI : Production de gquelques cultivars locaux

de manioc a Mbé,année 76-77 ; zone de forte

!

pression de maladie

DESIGNATION DU RENDEMENT POIDS MOYEN ATTAQUE DE
CULTIVAR EN t/ha DES TUBER- BACTERIOSE
CULES

Poumako 82,8 1,32 3
MM 78 44,0 0,67 3
Impfouba 43,5 0,97 2
Ntsilou 34,4 0,54 3
Zanaga 2 30,5 0,64 3
Kopana 30,3 0,35 3
Ontsaon 30,1 0,94 3

Les récoltes sont effectuées a 12 mois alors que
le cycle normal de récolte est situé a 14 mois dans cette
zone. L'attaque de bactériose est appréciée 6 mois apreés
plantation.

Sur 41 cultivars que comptait la collection de
Mbé, 17 % ont fourni un rendement de plus de 30 t/ha,
malgré une attaque de bactériose notée a 3 en général.
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"ANNEXE 4

Production de manioc au Congo

Tableau XVII : Production du matériel végétal local et du

matériel végétal introduit, année 1978-79

a la collection de Loudima.

DESIGNATION DU ORIGINE RENDEMENT EN T/
CULTIVAR Ha
Ngono 2 Congo ' 41,1
Invoutoulou 2 Congo 39,8
H 54 684 Madagascar 38,7
Moudoumou Congo 36,4
Kataoli Togo 36,2
Ma 255 Semence IITA 35,0
Dzibi Congo 34,5
Ma 86 Semence IITA 33,5
Biembama Congo 33,2
Sete Congo 32,7
Bayene Congo 30,4
Ma 575 Semence IITA 30,2
Ma 34 Semence IITA 30,0

En 1978-79, la collection de Loudima est com-
posée de 70 % de cultivars locaux, de 23 % du matériel
introduit de 1'IITA (sous forme de semences) et de 7 %
d'origines diverses,.

Cette année, 13 clénes ont produit plus de
30 t/ha.

Ainsi, bien qu‘'attaqués par la bactériose, les
cultivars locaux sont bien adaptés et peuvent encore four-
nir une production non négligeable, si on les comparait
au matériel végétal introduit.
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A partir des cultivars de manioc sé€lectionnés au Congo
on étudie par la culture <ixn vitro des protoplastes des différentes pos}‘
sibilités d'induction d'une résistance a la bactériose provogquée pay
Xanthemonas manihotis en utilisant deux techniques : 1'accoutumance des

protoplastes 3 1la toxine de Xanthomonas manshbtis, la manihocine, et ‘a

fusion des protoplastes entre deux espécks, . Manihot esculenta Crantz

sensible et Manihot glaziovit Muell ré&sistante 3 la maladie. En analysapf

les mécanismes de prolifération des protoplastes, bourgeonnement et
clivage, on étudie é&galement les possibilités de régénération de plan
tes entiéres de manioc a8 partir de leurs protoplastes isolés in vitre
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MOTS CLES : Manihot esculenta Crantz, Manihot glaziQuit Muell, culture . yrtrc,
protoplastes, prolifération par ‘bourgréonnement e v
clivage, Xenthomonas manihotis manihocine, milieu s: .ctif,
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hybridation somatique, régénération de plantes
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