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1 N T R 0 0 U C T ION

Le Manioc occupe une place primordiale dans l'alimentation de nom

breuses populations d'Afrique, d'Amérique du Sud et d'Asie. Il constitue

même dans certains pays la nourriture de base et jouit d'une importance

économique exceptionnel le. Pour cette raison, les principaux travaux qui

lui ont été consacrés se sont orientés essentiellement vers des recherches

sur l'améiioration du rendement, sur la toxicité des tubercules, sur la.

pathologie.

III nous a paru intéressant de cultiVer in vitro les tissus de

Manioc et d'entreprendre, grâce à cette technique, des recherches préliminai

res sur l'induction de la tubérisation de lap~ante.On sait en effet, que

chez de nombreuses espèces, certaIns organes particul iers sont susceptibles

à un moment donné de leur cycle végétatif, de se gorger de réserves et d'aug

menter considérablement de tai 1le. Chez le Manioc, ce sont les racines qui

tubérisent. Nous envisagerons donc l'étude in vitro de la rhizogênèse du

Man ioc, pu is, nous exposerons 1es résu 1tats de nos essa i s de tubér isat ion.

~I importe avant ceta, de ~onner un aperçu général sur le matériel et de.

préciser les ~echniques utIlisées.

MAT E RI EL ET T E C H N 1 QUE S

-,.

LE MANIOC

========= .
ASPECTS BOTANIQUES ET IMPORTANCE AGRONOMIQUE

=================_=======.z:================

1°) Aspects botanigues :

Le Manioc appartient àla famille des Euphorbiacées,

au genre Manihot. Les premiers botanistes qui l'ont étudié, ont signalé

l'exIstence d'un grand·nombre d'espèces mals aujourd'hui, de nombreuses

synonymies ontété relevées. Par exemple, Pohl, en 1927, considérant le

caractère cyanogénétlque comme un critère de classificatIon, distinguait les

variétés amères (Manihot utl lisslma) des variétés douces (Manlhot dulcls ou

Manlhot palmata). Or, l'on sait maintenant que les tubercules de toutes les

variétés contiennent une substance dont le taux détermine l'amertume. Ces

observations amènent donc à considérer ces épithètes comme synonymes de cel le

proposée par Von Crantz (1766) pour toutes les espèces cultivées. Nous avons

. en conséquence préféré pour désIgner le Manioc, le terme Manlhot esculenta



FiS. 1 Manlhot esculenta Crant~

,



Crantz à Manihot utl! lissima Pohl.

Les avis sont très partagés sur l'origine du Manioc, mais la·

plupart des spécialisTes admettent que la patrie de cette plante est le

Nord-:-Est du Brési 1 et que son introduction en Afrique serait due au trafTe

d'esclaves.

Le Manioc est une plantearburtlve pérenne de deux à quatre mètres·

de haut dans les cultures; II atteintfaci lement cinq ou six mètres si

on ne le récolte pas. Sa tige, noueuse et remplie de moel le, porte des

feui lies alternes, caduques, généralement pétiolées, palmipartites ou palmisé~

quées, accompagnées de deux stipules. Le limbe est divisé en lobes lancéolés

dont le nombre varie entre trois et sept suivant les facteurs intrinsèques

du végétal et les facteurs externes.

Le Manioc a une aire de culture pantropicale, c'est-à-dire qu'il

se développe de préférence entre le Tropique du Çancer et le 30e degré de·

latitude Sud. Les principaux centres de culture sont: le Brésil, l'Indonésie,
. .

la Malaisie, les Phi 1ippines~· la Thaïlande, le Ceylan, Madagascar et diffé-

rentes régions d'Afrique où Il occupe une place analogue à cel le de la Pomme

deTerre dans certains pays de la zone tempérée. La multiplication de la

plante se fait uniquement par bouturage: des fragments de 20à 30 cm de long

sont choisis dans la partie moyenne de tiges bien aoûtées, saines, vigou

reuses ; on les enfonce aux 3/4 environ dans la terre, horizontalement ou

obliquement en prenant soin de laisser hors du sol 2 à 4 yeux. Cette opéra

tion s'effectue au début de la saison des pluies. L'entretien consiste à

faire 2 ou 3 sarclages, à ramener la terre en butte autour des tiges, à

supprimer les fleurs dès leur apparition. Les boutures émettent au début

un grand nombre de raCT nes traçantes qu i s'enfoncent rap idement dans 1e

sol et se gorgent de réserves à partir du collet, donnant de longs et gros

tubercules qu'on récolte dès le8eou lOe mois.; toutefois, c'est après

16 ou 18 mois que la proportion de fécules est ia plus intéressa~te. Les

tubercules doivent être utilisés aussitôt après l'arrachage car'~ils se

conservent dlffici lement plus de 4 Jours hors du sol. Ils sont particulière

ment riches en fécules et en vitamine C ; leur teneur en matières azotées·

est cependant très faible. Ils renferment en outre, un glucoside mis en



évidence par Peckolt en 1886, ,la manihotoxlne qui, par hydrolyse, se scinde

en glucose acétone et acide cyanhydrique:

H C 
3 ),

La manihotoxine est présente dans tous les clônes de Manioc à des

doses variables. SI un tubercule en renferme moins de 50 ug par gramme de

matièrefraTche, Il est doux ;s'II en renferme plus de 200 ug par gramme

de matière fraTche,11 est amer. Selon Adriaens L. (1946, une dose de 1,4 mg

par Kg de poids vif serait mortelle pour l 'homme. La teneur en HCN augmente

si fla plante est cultivée dans des conditions défavorables. Il est à signa

ler d'autre part que la répartition de la manlhotoxine n'est pas homogène

dans une même racine.

le Manioc est une plante monoTque dont les fleurs, unisexuées,

se groupent en panicules t~rmlnales. Les boutons des fleurs femelles sont

coniques et situés à la base de l'inflorescence, tandis que ceux des fleurs

mâles sont arrondis et localisés au sommet. Toutes les fleurs sont apétales

et de type 5.

Le ca Il ce de 1af 1eu r femelle est composé de 5 sépa 1es 1i bres et

pétaloTdes ; l'ovaire, très développé est constitué de 3 carpel les soudés

La fleur mâle est plus petite; ses 5 sépales pétaloTdes sont

soudés à la base.

Le fruit est une capsule qui renferme 3 graines.

2°) 1mportance agronom ique

Le Manioc joue un rôle pr.épondérant dans l'alimentation de l'homme

et du bétail.

a) Alimentation humaine

De loin, ce sont les tubercules qui Interviennent le plus·

dans la préparation des aliments destinés à la consommation humaine.



Toutes les opérations sont précédées par l'épluchage des tubercules

et le rejet des parties riches en substances toxiques. En guise d'exemple,

le Tableau 1 Indique les transformations technologiques les plus Importantes

subles par les tubercules au Cameroun.

b} Alimentation du bétail......................
Gr~ce ê sa haute digestlbl lité, ~ son prix de revient

Intéressant, le Manioc est un élément-de premier ordre pour la composition

de certaines rations alimentaires,'Dlvers auteurs assurent que ses féculents

permettent d'obtenir des carcasses de quai ité exceptionnelle et proposent

de faire entrer dans la ration des porc::s ~ l'engrais 40 %du Manioc.

,Plus qu'aucune autre espèce alimentaire, le Manioc a suscité

de longues discussions sur l'opportunité de son extension, ê cause de sa'

pauvreté en protéines. Quoiqu'II en soit, sa culture triomphe de plus en

plus. En outre, ses débouchés sont multiples: 11 peut itre transformé en

glucose, servir dans la panification, les p~tes al imentalres, la féculerie,

les biscuiteries, la brasserie, les usines defl lature et de tissage. On

comprend qu'en dépit de la concurrence des céréales, Il joue ~n rôle consi~

dérable dans l'économie des pays du tiers-monde.

11 TECHN 1QUES
.==========

1°} Culture en serre

Les boutures utilisées proviennent toutes du Centre de Recherches

Agronomiques de Niaouli <Dahomey>. Elles sont plantées dans des pots conte

nant un sol meuble sans terreau, arrosées uniquement avec de l'eau ordinaire

afin d~ réduire au maximum les paramètres susceptibles d'Intervenir dans le

mécanisme physiologique que nous'envisageons d'étudier. Les pots'sont dis

posés dans un compartiment de serre maintenu par réglage thermostatique ê

30° le jour, 25° la nuit, 80 %d'humidité et en photppériode12/l21 Au

cours des expériences préliminaires, 11 nous est apparu que les résultats

obtenus ln vitro n'étaient pas toujours reproductibles lorsqu'on utilise

i nd 1fféremment toutes sortes de var 1étés CTabouca, Katao 1i, Ka 1aba etc ... >.

Aussi, pour pallier cet Inconvénient et assurer un maximum d'homogénéité,
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avons-nous choisi de travailler sur une seule variété, la 1151, sélectionnée

et cultivée à Niaouli.

2°) Culture ln vitro:

La méthode uti Ilsée est cel le mise au pol nt par Gautheret (1959).

Nous ni en décrirons que les points qui intéressent directement ce travai 1.

a) Préparation du matériel :.......................
Seules .les jeunes pousses aériennes obtenues à partir des

boutures ont servi pour la cult6re in vitro. En effet, lorsqu'on utl lise

de gros morceaux de tige ayant séjourné trop longtemps dans le sol, le taux

de contamination des ml lieux de culture est fort élevé (95 %), ceci vraisem

blablement parce que ces échantil Ions contiennent des microorganismes

dlfficl les à éliminer au cours de la stérilisation. Les jeunes tiges

présentent l'avantage d'être moins Infectées. [fIes seules nous ont donné

des résultats intéressants (moins de 4 %de contamination).

b) Stérilisation du matériel et prélèvement des exprantats :........................................................
La stértl isation se fait chimiquement: le matériel est d'abord

lavé pendant 15 mn par du mercryl laurylé di rué à 5 %, puis stéri 1isé

pendant 20 mn par l'hypochlorl~e de calcium à 9 %. L'élimination de l'anti

septique se fait par 3 rinçages successifs (5, 10 et 20 mn) à l'eau stéri le.

Afin d'homogénéiser les explantats, on élimine la région apicale

et basale des tiges.

c) Les milieux de culture; les condItIons de culture...................................................
Les différents milieux de culture ~nt été réalisés à partir d'un

milieu de base comprenant la solution mInérale de Helier et solidifié par

9g/1 de gélose. Ils sont éventuellement additionnés' de facteurs de croIssan

ce à différentes concentrations. :

- l'acide Indolyl acétique (A 1 A)

- l'acide naphtyl acétique (A N A)

- liac lde 2,4 dlchlorophénoxyacétlque (2,4-0)



- la 6 furfuroaml nopurl ne ou klnétlne (K)

- l'acide glbbérellique .(A G3 ) .

-l'A MO .16- 18

- le CCC

Comme source de carbone, nous avons utilisé le glucose ou le

saccharose. Le ml lieu proposé par Murashige et Skoog a été également

employé.

Les mi lieux de culture ont été stéri Ilsés par autoclavage à

110°C pendant 20 mn. Chaque condition expérimentale comprend 24 tubeS

de cu 1ture.

Les tissus étant ensemencés sur un mi 1ieu parfaitement défi ni,

Il était possible d'étudier l'influence des facteurs externes (lumière

et tempéràture) ou cel le des facteurs ajoutés au mi lieu de culture.

- Conditions de culture

Après ensemencement, les cultures sont placées dans des condi

tions (température et photopérlode) différentes. Parfois, Il a été néces

saire de modifier au cours de la culture, la composition du mi 1ieu. Dans

ce cas, des transferts étalent Indispensables et devaient itre opérés

dél icatement pour ne pas léser les tissus ou briser les racines qui

commençaient à apparaître, nous avons utll isé des mi 1ieux moins gélosés

(4 g/I) ou mime 1iquides. Dans ce cas, l 'immersion des explantats a été

év i tée par l'ut i 11sat ion de supports méta Il iques préa 1ab 1ement stér i 1isés •

Parfois, ces transferts ont été réal isés sur de la vermicul ite (fig. 2>'

.3°) Techn iques h isto log iques

Pour préciser les phénomènes observés~ nous avons été amené à

faire quelques observations histologiques suivant les méthodes classiques

(cel le de Langeron, 1949, modifiée par Jensen en 1962): après fixation au

picroformol de Bouin, les échantillons sont deshydratés à l'alcool, traités

par le xylène et inclus dans la paraffine. Les coupes (10 um) sont colorées

par la double coloration safranine - fast green selon le protocole suivant:
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12 h de passage dans la safranlne, 6 mn dans le fast green et 2 mn dans le

mélange eugénol - alcool absolu.

R ES U L T A T S

ETUDE DE LA RHIZOGENESE DE FRAGMENTS DE TIGE DE MANIOC

==================================_===az===z==========

Nous considérerons successivement les cultures d'entrenoeuds

puis cel le des noeuds.

A - CULTURE DES ENTRENOEUDS :

Trois types de facteurs se sont révélés Importants dans la néofor

mation des racines par les fragments d'entrenoeuds •.Ce sont: les sucres,

les substances de croissance et les facteurs climatiques (température et

1umlère).

1°) Action des sucres:

a) mise en évidence de la nécessité d'un sucre-------------------------------------------

Nous avons culttvé les entrenoeuds de tige sur un milieu

renfermant les sels minéraux de la solution de Helier et 10-6g/ml d'auxine

(A 1 A ou A N A). Les tissus sont placés ~ 30°C et éclairés 12 h par jour.

En absence de sucre, il n'y a aucune prolifération et le

poids frais moyen des explantats ne varie guère.

Par contre, en présence de sucre, les phénomènes d'organogènèse

ont lieu très vlte{flg. 3 et 4).

Les résultats démontrent nettement que le sucre est Indispen

sable à la prol ifératlon et à la néoformation des racines par les entrenoeuds'

de Manioc.

Les conclusions précédentes nous ont amené à essayer de

déterminer d'une part la concentration minimale de sucre (glucose ou saccha-
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Flgure ~ Fragments d'entrenoeudsde Manioc cultivés pendant 3 semaines sur des milieux différents

a : milieu renfermant les sels minéraux de Helier et 3 %de glucose

b : " " " " " Il -6
" 10g/ml d'A 1 A

(mals pas de sucre)

c et d : " Il " " " " Ir 3
. -6

%de glucose et 10 g/ml d'A 1 A

A · région apicale des explantèts·
B ·'. région basale " "

~

'"'"
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FI gure 4- Fragmen~ d'entrenoeuds de Manioc cultivés pendant 3 semaines sur un ml lieu gélosé

renfermant les sels minéraux de Helier, 3 %de glucose, 10-6g/ml d'auxine.

a :A 1 A

b: A N A

l'explantat, placé horizontalement sur le ml lieu de culture, montre que

la néoformation des racl~es est pol~rlsée

.~



rose) nécessaire è l 'organogenèse, d'autre part, l'Influence de différentes

concentratIons.

Une fa 1b1e concentrat 1on de glucose (1 %) suff 1t pour permettre

la néoformation de racines; le nombre moyen de racines obtenues parexpIan

fat est optimal en présence de 3 %de ce sucre; 11 diminue sensiblement pour

des concentratIons supérieures et finit par s'annuler è 6 %(Tableaux Il et

IV)'

De même (Tableaux Illet V), 1 %de saccharose favorise l 'apparI~

tion des"racines ; lorsque le ml lieu renferme 4 %de saccharose, on atteint

en moyenne 12 racines par explantat et il faut une concentration de 8 %de ce

sucre pou r 1nh 1ber comp 1ètement l' orga nogenèse.

Le saccharose dans les condItions de l 'expérience, est donc plus

rhizogène. Toutefois, en sa présence, les tissus se nécrosent précocement.

2°) Action des substances de croIssance :

a) Nécessité d'une auxine et Influence de sa concentratIon:--------------------------------------------------------

Le bouturage du Manioc se faisant très facT lement, on peut penser

que les explantats renferment une quantité suffisante de substances de crois

sance capables d'induire la néoformation des racines. Cependant, sur un

milieu dépourvu de facteur auxinique, les entrenoeudsne manifestent pas

le moindre phénomène d'organogenèse : l'auxine exogène est donc indispensable

à la rhizogenèse.

Nous avons, en maintenant constants les autres facteurs (mi 1ieu,)

(sels mInéraux de Helier), sucre (glucose 3 %), température (30°C), lumière

(12 h par jour), recherché la dose d'auxIne optimale pour la rhizogenèse.

Les résultats obtenus au bout de 45 jours <Tableaux 'lT;lff; lV; V)
-8indiquent que la concentration lOg/mi d'A 1 A est sans effet et que la

10-5g/ml favorIse particui ièrement la cClllogenèse; la rhlzogenèse commence

à se manifester en présence delO-7g/ml d'A 1 A : on obtient une moyenne de

2 racines par explantat ; el le est fortement exaltée à 10-6g/ml d'A 1 A

(9,5 racInes en moyenne par explantat). A cette concentration, on remarque

que, dès les premiers Jours de culture, la partie Immergée des explantats

augmente dé taille; les racines apparaissent à cet endroIt à partIr du



10ème jour. Quand la face racinaire des explantats est hors du ml lieu,

un cal mou recouvre généralement l'extrémité supérieure de ces derniers,

et dans ce cal, se différencient les racines è partir du 7ème jo~r.Plus

. tard, de nouvel les racines se forment tout le long de l'explantat(flgure3>;

elles se développent, atteignent éventuellement le rni lieu et s'y ramifient.

Cette polarité de la rhlzogénèse est confirmée lorsque les explantats sont

disposés horizontalement à la surface du ml lieu, un repère indiquant sur

le tube, la face racine: les racines' sont produites uniquement par cette

face figure 4 >: la polarité est donc très nette.

L'actiDn de l'A N A, comme le montrent les Tableaux IV et V,
est plus énergique que cel le de l'A 1 A.

En présence de 10-7 g/ml d'A N A, les racines néoformées sont

longues, épaisses et ramifiées.torsque le mi lieu contient 1O-6g/ml d'A NA,.

au bout de 3 jours de culture, la base de l'explantat augmente considérable

ment de volume: son diamètre moyen passe de 6 è 11,4 mm. lise forme ensuite

au sein du milieu de culture un cal important qui donne naissance è des raci

nes( 7 en moyenne >, courtes <3mm de longueur moyenne >, trapues (lmm de

diamètre moy,en >.

Uti Ilsées è des concentrations supérieures è 10-
6
g/ml, l'A 1 A et

l'A N A favorisent la callogenèse mais ici également, l'activité de l'A N A

est supérieure à celle de l'A 1 A : les poids frais moyens de cal obtenus

en présence d0'A N A sont plus Importants.

Avec le 2,4 D, seuls les phénomènes de prol ifératlon cellulaire

sont observés.

b> ~f!12~_Q~ê~!r~~_fêf!~~r2_Qb~!2b2r~2~ê~~~_i!êQ!~ê~_Yl_l

L'acide glbbérel Ilque et la kinétlne employés seuls, en absence de

tout facteur auxinlque n'ont aucune action. Toutefois ces hormones modifient

les propriétés rhizogènes de l'auxine: les faibles doses d'acide glbbérelll ...

que ( 10-7giml > avancent la date d'apparition des racines alors que les

plus fortes (10-6, 10-5g/ml > la retardent d'environ 10 jours.La kinétine

contrarie 1'effet rhizogène de l'A 1 A et de l'A N A mais stimule fortement

la prolifération cellulaire.



"

. oncentratlon ' -8 10-7 10~6 10-5
10

d'AIA en Racines Racines Racines

Glucose g/ml nombre l.onguezœ diamètre nombre l.onfJ'.<.eur diamètr Racines Poids frais moyen de

en % moyen moyenne moyen moyen moyenne moyen cal/explantat (en g)
en mm en mm en mm en mm

-

0 - - - - - - ... - -

1 - 1, 1 6 0,5 1,9 7 0,5 - 0,580

2 -: 1,5 6 0,5 2,3 7 0,5 - 0,692

3 - 2~0. 5 0,5 9,5 28 0,5 - 1,100
- ,-

..

4 - 2,0 5 ,0,5 5, 1 24 0,5 - 1,050

5 -, 2,0 5 0,5 3 14 0,5 - 0,500. '

6 - - - - - - - - -

TABLEAU 1/
:I •• a:l.Il:rJl:J:~

Action du glucose et de l'A 1 A ~ur le développement des fragments d'entrenoeuds de Manioc .



il

.
Concentration 10-8 10-7 10-6 10-5

. d'A 1A en Racines Raci nes Racl nes
Saccharose nombre Zongueur diamètre nombre Zon(1Ueur diamèt!'e Racines Poids frais moyen de

en % g/ml
l7?oyen moyenne moyen moyenne moyen cal/explantat (en g)

en mm en mm moyen en·mm en mm

1 - 1 5 0,5 2 19 0,5 - 0,500

2 - 1 . 5 0,5 4,8 30 0,5 - 0,550

3 - 2,2 8 0,5 10 30 0,5 - 1,500

4 . - 3 8 0,5 12 35 0,5 .- 1,550

5 - 3 8 0,5 8,2 29 0,5 - 1,450

6 - 2,8 7 0,5 5 20 0,5 - 1,430

8 - - - - - - - - -

TABLEAU /1/ .
.•• 1;1 ••• =••

·Actlon du saccharose et dei 'A 1 A sur le développement des fragments d'entrenoeuds de Manioc

."



I:::~~~~r' on

.. -8 10-7 10-6
,

10-510

. .. d' ANA en . Racl nes. ·Raclnes Racines

Glucose Iml nombre tongueuzo diam~tre nombre tongueur diamètre Racines Poids frais moyen de

en % . -~ moyen moyenne moyen moyen moyenne moyen cal/explantat (en g)en mm en mm en mm en mm

0 - - - - - - - - -

1 1.'.2 2~·.z 10 0,6 2,4 4 1 - 0,6001 .

2 - 3,1 15 0,7 . 3,5 3 1 - 0,800

3 - 7,4 20 0,7 7,0 3 1 - 1;560..

4· - 6;9 20 0,7 7,0 3 1 - 1,500

5 - 6.,9 15 0,7 3,5 3 0,8 - 0,900
".1 ".

6 - - - - ..,. - - - -

TABLEAU IV.
.==.:1: .

'Action du glucose et de l'A N A sur le développement des fragments d'entrenoeuds de Manioc

""'



10-8 10-1
. . -5. -6

.ConcentratIon 10 10
Racines Racines • Racines -

'ANA en nombre ZongUeur diam~tre nombre Zongueur diamètrE Racines Poids fraIs moyen de
Saccharose lml moyenne moyen moyenne moyen cal/explantat (en 9)

en %
moyen en mm en mm moyen. en mm en mm

1 - 2 18 0,6 2 4 1 - 0,700

2 - 2 20 0,6 2 3 1 .- 1,200
.

3 - 7,5 30 0,7 7,8 3 1 - 1,600
-

4 - 7,2 34 . 0,7 7,5 . 3 1 - 1,590

5 - 7 30 0,7 5,1 3 1 - . 1,000

..

5 - ·4,2 27 0,6 3 3 1 - 0,900

8 - - - - ,.. - - - -

-TABLEAU V. '
•••••••••••

, . 1

Action dusaccharose'et de l'A N A sur le déveloDpem~nt desentrenoeuds de ~anJoc



~. Résultats

conditlo.ns.~.. .. .....
de culture . ~

ou AG3 } seul
K

.Début de la
'l'hizogenèse

Aucune actfon

Nb'l'e moyen / Poids moyen frais /
expZantat expZar.-tat (en g)

10-6 A 1 A seul 10e jour 9,5

-7 AG
3

7e 5,110
ce
-
ce + 10-6 AG

3
20e 2,2 •\D

1
0 -.- -5

. 10· AG3 . . 20e . . 2,0
==8===============================S===============~.==~=E'====-==============

ce

1

10-"7
o- K
ce . -6

K Pas de+ 10
\D

10...5 rhizogenèse.1 K0.-

10-6 A N A seul Ca 11ogenèse .
- + rhizogenèse

0,200

0,600

0,540

1,560

ce
10-7 Kz

ce + 10-6 K
\0

10-51 K0--
0 10"'7 K
v

10"'6 K..
N +

\D 10-5 K1
0......

pas de.
rhizogenèse

pas de
rhlzogenèse

1,600

2, 100

1,900

2,800

3,000

2,200

TABLEAU VI'
==========:&

.
. . Action de l'acide gibbérel lique et de la kinétine seuls

ou associés à l'auxine sur le développement des

.entrenoeuds de Manî oc



3°) Action des facteurs climatigues:

'. a) .MJse en évidence de l'Influence de la températurei(figure 5 ) :
._----------------------------~------------------------------

Un premier essai a consisté à placer les explantats ensemencés sur

le milieu habituel à différentes températures: 15°C, 25°C~30oC, 35°C, 40°C •

. A 15°C, le développement des explantats est pratiquement Impercep

tlb le et quel le que soit la durée de~~1 'expérience, II n'y a jamais néoformation

de racines.

A 25°C, TI est lent; le nombre moyen de racines obtenues par exptan

tat en fin de tulture est de 2,1.

30°C semble être la température optimale: en effet, el le accélère

les phénomènes d'organogenèse (9,5 racines en moyenne par explantat ).11 est

vrai que cette température correspond mieux à cel te du biotope du Manioc.Nous

l'avons en conséquence adoptée pour toutes les études concernant la rhizogenèse

des entrenoeuds.

Les températures supérieures à 30°C provoquent rapidement un gonfle

ment basal des explantats mais après quelques jours l les tissus se nécrosent

sans avoir donné·de racines.

Si 3üoC semble"'la température la plus favorable au développement

des tissus parce qu' e Il e accé 1ère 1es p~énomènes de pro 1i férat ion et de dl ffé-:

renciation, il faut noter qu'elle hâte également le vlei 11issement des tlssUSi

sur lesquel? des nécroses apparaissent dès la 4ème semaine de cutture. D'autre

part, lorsque les explantats sont placés à cette température aussitôt après

l'ensemencement, 60 %d'entre eux seulement produisent des racines. Nous avons

amélioré ce pourcentage (96 %) en plaçant lestlss~s à 25°C pendant une semaine

avant de les porter à 30°C.

Compte ,tenu des résultats précédents, nous avons étudié l'actIon

de modifications de la température au cours de la culture. Pôur éviter les Inter

férences entre la lumière et la température, les essais ont été réalisés en

lumière continue.
1 •

En plaçant les tissus à des températures froides (4°C) bu fraîches

<15°C) pendant 48 h soit aU.début de la culture, soit au moment où les racines

commencent à apparaître, c'est-à-dire au 10e Jour de culture, les résultats

obtenus sont différents.



Nbremoyen de racines par explantat
après 45 Jours (moyenne calculée sur
48 explantats> .
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Nbre moyen da racines par explantat
après 45 Jours (moyenne calculée sur
48 ·e)tp 1antats) Courbe de rhizogenèso sans

application de basses
tempérônlres

Application de 15°C

_____ Application de 4~C

_ .' 0 ••

Nombre de Jours

. ......-

. . ..
,

,
,, ....-,
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• • G
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-' _.
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8 q - ..
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8 16 24 32 . 40 48

Courbe de rhlzogenèse sans application
de basses températures

Influence* sur la rhlzogenèse des entrenoeuds de

Manioc, d'un traitement fi 4(1C ou à 15°C pendant' les

Dremières 48 h de culture.

Nbra moyen de racines par explantat après

45 jour!; (moyenne calculée sur 48 explantats

Application de 15°C

Application de 4°C

12
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1
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Nombre de jours

10 18 26 34 42

FigurE!.. 1: Influence do la rhlzogenèse des entrenoeuds de r-1anloc d'un traitement,

à 4°C où à 15°C pondant 48 h, o:1tre 10 lOème et le 11ème Jour CG
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Lorsque les tissus sont soumis pendant 48 h aux températures basses

au début de la culture (fig. 6), l'apparition des racines est retardée et

après 45 jours de culture, le nombre des racines néoformées est réduit, très

légèrement à 15°C,.plus sensiblement à 4°C.

Lorsque les tissus sont soumis à ces mêmes températures après

10 jours de culture, le nombre moyen de racines produites en fin d'expérience

par explantat n'est pas sensiblement modifié par un séjour à 4°C mais il

augmente après un séjour à 15°C (figure'?).

Pour étLidier l'influence de la lumière surIe développement des

fragments d'entrenoeuds, nous les avons, soit placés à l 'obscurité, ou en

lumière contInue, soit soumis à des éclairements photopériodiques varIables,

8h, 12 h, 16 h de lumière par jour.

Les résultats, résumés dans le Tableau VII montrent que l'allonge

ment de la période journallèred'éclairement favorise la prolifération des

explantats mais défavorise la néoformation des racines qui apparaissent plus

tardivement et en nombre moins Important.

En résumé, les fragments d'entrenoeuds de Manioc ont absolument

besoin de sucre et de facteurs auxiniques pour proliférer et produire des

racines. La nature et la concentration du sucre ou du facteur phytohormonal,

de même que les conditions physiques, influent sur ces phénomènes.



Conditions ·Oébut de la Nbre moyen de Oébut de Pôids frais moyen de cal/

de racines/expl. ex~lantat obtenu après

l' expér i ence rh izogenèse enfin de la nécrose 45 j. sur un milieu conte
culture . nant 10,-:-.?Q/m 1 d'A N A

- (en g)t -
Obscurité 7e j. après

l'ensemencem. 9,3 21 e j. 1,100
.,

.
8 h de lumière 7e 9,1 24e j. 1,200 -

12 hde 1umière 10e 9,5 30e. j. 1,560

16 h de lumière 14e 7,1 28e J. 1,320

lumière continue 15e 6,8 32e j. 1,612

TABLEAU VU
==:11:==:._=

Influence de la durée journalière d'éclairement sur la rhizogenèseet

la c~llogenèse des fragments d'entrenoeuds de Manioc.

'\



B - CULTURE DES NOEUDS :

Les fragments d'entrenoeuds s'étant révélés Incapables de néoformer

des bourgeons, Il nous a paru Intéressant de cultiver les noeuds. Ceux-cl,

pourvus de bourgeons axillaires, peuvent produire des tiges plus ou moTns

développées.

La culture des noeuds revient en quelque sor:t~_ à réaliser leboutu

rage in vitro de fragments de tige. Sur'ce matériel, nous avons étudié le

rôle des facteurs trophiques et phytohormonaux, celui de la température et de

la lumière, puis nous avons tenté de voir si le développement de la partie.

aérienne pouvait avoir une lnfluence sur la rhlzogenèse des explantats.

1°) Action des sucres

a) Mise en évidence du rôle du sucre :
. ---------------------------------

. Les noeuds ont été. cu ItTvés sur un mil ieu renfermant les sels

minéraux de la solution de Helier.

SI ce mi 1ieu est privé de sucre, le bourgeon axl 1lai re se développe

lentement et les premières racines n'apparaissent que le 30ème Jour.

La croissance des bourgeons et l'organogenèse sont plus Importantes

en présence de sucre.

Le sucre n'est donc pas indispensable à la formation des racines

par 1es noeuds de Man ioc, ma is il exa 1te 1e phénomène. C'est 1e bourgeon

axillaire qui indult la rhizogenèse. On peut expliquer ce fait comme une consé

quence du développement des bourgeons: les produits élaborés et les phyto

hormones présentes au niveau du bourgeon, interviendraient et permettraient

l,'organogenèse.

b) I~!!~~~~~_~~_!~_~~!~!~_~~_~~~!~_~!_~~_sa_~~~~~~!!~!!~~

Les faibles concentrations de sucre Cl%, 2 %) accroissent considé

rablement le développement des noeuds par rapport au témoin sur milieu sans

sucre.
\

Le glucose à 3 %est favorable à la rhizogenèse(9 racines en

. moyenne par explantat âU bout de 3 semaines) mais TI est Inhibiteur à partir

de 5 %(Tableau VI Il).

Le saccharose est nettement plus efficace et sa dose optimale est de

3 % Il accélère la croissance du bourgeon et la rhlzogenèse (Tableau IX)



Résultats TaIlle moyenne Début de Nombre moyen 'longueur Nomb re moyen
des explantats de racines par moyenne des . de feuilles par

Gl ucose . au bout de Rhlzogenèse exp lantat racines explantat.
en % 21 Jours

. au bout de au bout de au bout de
21 jours 21 jours 21 jours

.- (en cm) (en cm)

°0 0,7 30e Jour (1,1 au bout de 0,5 1,1O
. '45 jours)

1 0,9 . 17e 2,3 0,5 .. 1,10

2 2,15 15e 4,2 0,7 1,88

3 2,10 1 12e 9 1,5 , 1,92

4 2,05 18e 5 1,0 .1,90 ... . . . . ,
0'

5

Les bourgeons se renflent et croissent· à peine,

6

TABLEAU VIII: 1nf 1uence de différentes concentrations de glucose sur 1a crol ssance des noeuds de Man 1oc
a ••••••••

~nsémencés sur unml lIeu contenant les éléments minéraux dé la solution de Helier.



:

Ta 1Ile moyenne Début de Nombre moyen Longueur Nomb re moyenRésultats ,de racT nes pardes explantats moye-nne des de feuIlles par
au bout de RhIzogenèse. explantat ·racl nes . exp lantatàu bout de ....

Saccharose 21 Jours 21 jours. au bout de au bout de
en % (en cm) 21 jours 2.1 jours

- (en cm)- .

-1 ' 1 14e Jour 3,0 0-,8 - 1 1,40..

2 2,10 14e 5,3 1,2 1,55

.- " ...... - .-

3 2,55 . ge 12,0 2,1 2,87

4 2,40 ge 10,0 1,9 2,90

5 2,30 17e 2,6 0,9 . 1,48

6 0,9
r' • ,

17e 1,2 . 0,5 1,0
. .

8 . Les bourgeons se renfient et cro1ssent . à peine

TABLEAU IX.·
~ . lnfluenc~ de dIfférentes concentratIons de saccharose sur la croIssance des noeuds de ManIoc

ensemencés sur un mlll~ucontenant-Ies'éléments mInéraux de_la solution de HelIer.

,....
-f



2°) Action des ·subsfances de croissance:
--------------~--------------------

Le développement des bourgeons et des racines au niveau des noeuds

n'exige pas la présence de facteurs de croissance dans le mi lieu. Pour vérifier

si ces facteurs peuvent le~modifler, nous avons cultivé les noeuds sur le

milieu habituel additionné de différentes doses de vitamine B, d'acide gibbérel

11que, de kinétlne ou d'A 1 A (figure 8).

rition

réduit

. ,-8 -7La vitamine B
1

, a 10 . ou 10· g/ml, n'a modifié ni la date d'appa-
-6des racines, ni l'intensité de la rhizogenèse.A 10 g/ml, elle

légèrement le nombre moyen de racines par explantat.

L'acide gibbérel Ilque aux faibles doses (10-8 et 10-7g/ml) favorise

la croissance du bourgeon, hâte l'apparition des racines alors qu'à 10-6g/ml,

il inhibe fortement la croissance des bourgeons.

uti 1isée seule, la kinétine retarde le début de la rhizogenèse

<35ème jour au lieu du 9ème jour pour.le témoin) et diminue le nombre total de
-6racines., en particulier lorsqu'el le est employée à forte dose (10 g/ml).

Les doses 10-:-7 et 10-6g/ml d'A 1 A inhibent la croissance et la

rhizogenèse. Lorsqu'on associe l'A 1 A à différentes concentrations de

kinétine, contrairement à ce qui a été observé dans les autres cas, il y

a prolifération cellulaire à la base des explantats ; en présence de 10-6g/ml

de kinétineet de 10-7 g/ml d'A 1 A, l'inhibition de la productiom'de racines

apparaît moi ns Importante que lorsque les deux ~.phytohormones sont uti 1 isées

séparément aux mêmes doses. Ceci est peut-être le résultat de l'influence

de la kinétine su~ la~partie aérienne de la plante.

Ces différentes expériences ont en particulier confirmé que la

kinétine aune action Inhibitrice sur la rhlzogenèse. Les facteurs de croissance

étudiés ont modifié le développement des bourgeons et des racines.

Conme pour lesentrenoeuds, la température la plus favorable au

développ~ment des noeuds est de 30°C, mals elle exalte la croissance des

tiges qui atteignent très rapidement les cotons obturant les tubes <Tableaux

X et XI) ~

L'étude de l'influence de la lumière sur la croissance des noeuds

a donné des résultats très classiques: à l 'obscurit~ ou en jours courts,

les plantes s'étiolent.



Nbre moyen de racines par explantat
après 2\ jours de culture à 30°C
(moyenne calculéé sur 48 explantats)
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figure 8 Influence de différentes substances de croissance sur

la rhlzogenèse de noeuds de Manioc.
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TO Nombre de Jours Longueur de la partie Nombre moyen de racines Nombre moyen de feuilles
après l'ensemencement aérienne en cm par expfantat par explantat

\ 11 . 1 0 1, 1 '

15 1,6 . 2 1,5

25°C

21 2,5 ,2,7 1,8
~

30 2,9 3,2 2,5

11 1,5 4 1,7

15 2,2 6 3,4'

30°C

21 ' 2,5 12 ': 2,~

30 4 12 5, 1

TABLEAU X,
a •••• z ••• l

Influence de la température surIe développement des bourgeons axillaires de noeuds de Manioc

ensemencés sur unml I)eu contenant les éléments minéraux de la solution de HelIer + 3% de saccharose

/(
/'



T Nombre de Jours Longueur de la partie Nombre moyen de racines Nombre moyen de feui 1les

après l'ènsemencement aérienne en cm par explantat . par. exp 1antat

\ 11 1,10 0 .1 ,20

15 l,52 1,10 1,93·

25°C

21 2,0 2,1 2,0

30 2,3 2,3 2,4
--.- -

11 2,02 2 2,7
-

,
15 4,2 6 5,6/

30°C
21 7,0 10 7,17

30 9,5 10 6,8

TABLEAU XI
•••• : .... aD

Influence de la température sur le développement des bourgeons ax! 1lalres de noeuds de Manioc

ensemencés sur un mfrl.eu contenant les éléments minéraux de la solution de Murashige et Skoog

+ 3% de saccharose

'"~



4°) Influence de la eartleaérlenne de la tige sur la rhizogenèse

Les résultats précédents (Tabl. VIII, IX), suggèrent l'existence

_. d'une relation entre la partie aérienne dé la plante régénérée parles noeuds

et les racines néoformées. Pour vérifier cette hypothèse, nous avons réalisé

des cultures à 25° C et 30°C, aussi bien sur le mi lieu habituel que sur un

milieu contenant les éléments minéraux de Murashlge et Skoog et 3 %de saccha

rose. Pour chaque type de mIII eu, Il Y a donc une seu 1é var iab 1e, 1a tempéra

ture, qui, comme cela a été démontré pr~cédemment, Influe sur la croissance

du bourgeon.

Quel que soit le milieu utilisé, <Tableaux,X et XI), 'le nombre

moyen de racines par explantat augmente avec la longueur de la tige et le

nombre de feuil les portées par cette tige. Toutefois, à partir d'une certaine

taille, qui est fonction du mi lieu, ce nombre atteint un maximun et ne croTt

plus, même si le développement du bourgeon se poursuit.

Dans une seconde série d'expériences, les facteurs physiques ont

été maintenus constants(25°C, 12/12) ; seule la composition du mi 1ieu habituel

varie par la présence de phytohormones (acide gibbérel lique ou acide Indolyl';"
-8 -7acétique. Nous avons vu qu'aux faibles doses <10 , 10 g/ml), l'AG3 favorise

la croissance du bourgeon tandis que l''A 1 A l'inhibe. La comparaison du

nombre moyen de racines obtenues dans ces deux cas, confirme que la partie

aérienne de la tige Influe sur la formation des racines (Tableau XII).

On peut donc interpréter les différents résultats obtenus en

présence des substances de crolssance : les phytohormones, qui ,Inhibent le

développement du bourgeon tel les que l'A 1 A par exemple, retardent la

formation des racines.

En conclusion, lt .a été établi que le bourgeon axi 1lalre Indult

la rhizogenèsedesnoeuds de Manioc et que le sucre joue un, rôle favorable,

'dans la reprise d'activité des bourgeons. La partleaérienMde la tlge Influe

sur la formation des racines. Le retard du début de rhizogenèse et la réduc-,

tlon du nombre moyen de racines par explantat doivent être vraisemblablement

liés à une modification ent~eles substances présentes dans la plante et dans



Substance ·Nombre de jours Longueur de la partIe Nombre moyen de racInes No~bre moyen de feuilles
de après l'ensemencement aérl enne en cm par explantat par exp' antatcroIssance -

11 lj5 1,2 1,10 '

15 2,0 2,4 2
, -7 :10 g/ml

d'AG 21 3,0 3,5 2,3 -3

30 3, 1 4,0· 2,8

-
11 1,0 0 1, 1

l,

-7 . 15 1,0 0 1, 1·10 g/ml

d'A 1 A
21 1,5 1,3 1,3

.
30 1,5 1,3 1,3

TABLEAU XII
•••••" •• :_1:1;

Action dei 'AG3 et de l'A', A sur le développement des bourgeons de ManIoc

'cultivé sur ~n ml lIeu contenant les éléments mInéraux de la solution de HelIer

+ 3 %de spccharose.

"'""~
.-Il



le milieu, modification qui agirait sur la croissance de la partie aérier.ne

et secondairement sur la rhizogenèse el le-même •

Il
., .

ESSAIS DE TUBERISATION IN VITRO

Les expériences décrites précédemment ont permis d'établir. les

modalités de la formation des racines par des fragments de tige (noeuds ou

entrenoeuds) de M~nioc. Dans les conditions normales, les racines du Manioc

sont susceptibles de tubériser. Nous pouvions nous demander s'il serait

possible de reproduire ce phénomène ln vitro et d'en établ ir le déterminisme.

Aflnde mieux justifier nos méthodes expérimentales, il convient de rappeler
. .

brièvement les théories proposées pourexpl Iquer le mécanisme physiologique

de la tubérisation.

A -CONCEPTIONS ANCIENNES ET ACTUELLES DU MECANISME PHYSIOLOGIQUE DE LA

TUBERISATION

Chez de nombreuses plantes, la tubérisation peut affecter des organes

très divers: tiges, feui Iles, raci ries qui acquièrent l'aptitude à· tubériser

au cours d'une phase dite d'induction. La phase d'Initiation des tubercules

est généralement considérée comme le résultat de deux processus: un

arrêt d'élongation de l'organe suivi d'une stimulation de la croissance en

épaisseur.

1°) Théorie symbiotigue et théorie osmotigue :

Noël Bernard (1900), à la suite de ses recherches sur la symbiose

entre les végétaux supérieurs et les bactéries ou les champlgno~s, émit l'idée

que la tubérisation résulte de l'Infection d'une plante par un champignon.

Cette hypothèse a cependant été abandonnée quand on a pu réaliser la tubérisa

tion dans des conditions aseptiques.1 Magrou (1939), a alor~ Imaginé que la

tubérisation des stolons était due à une forteèoncentratlon de substances

nutritives à leur extrémité, cette concentration augmentant tonsidérablement

.. 1a. press ion osmotl que •.



Werner (1935, 1940), quant à 1ul, propose que les facteurs du

ml lieu favorables à la tubérisation augmentent le rapport ~ • Sa théorie·

met l'accent sur le rôle des facteurs externes dans la tubérisation.

2°) Rôle des facteurs climatiques dans la tubérisation

Garner et Ar lard ~1923) ont souligné 1-Importance de la photopérlode

dans la tubérisation. Les jours courts sont parfois favorables (Pomme de

Terre, Dahlia ••• >' Quelques espèces exigent des jours longs <OIgnons, Echalot-.

te, Ail ••. ) tandis que d'autres enflnparalssent Indifférentes à la longueur

du jour (Igname ••• ). Certains auteurs constatent le rôle de la température

et pensent que c'e.st l 'assoc iati on d'une température àdéquate à une photopério

de donnée qui jouerait le rôle essentiel. Ainsi, par exemple, les

jours courts et les nuits fraîches sont des conditions optimales à une bonne

induction de la tubérisation chez la Pomme de Terre.

3°) Théorie hormonale:

Zimmermann et Hitchcok (1936) ont avancé l'hypothèse que chez le

Topinambour, des substances de nature hormonale, synthétisées parlesommet

de la plante et véhiculées jusqu'aux racines sont responsables de la tubérisa

tion. Plus récemment, Grégory (1956lmontre que chez la Pomme de Terre (variété

Kennebecl, la tubérisation est due à un stimulus synthétisé ou activé dans des

conditions précises de lumière et de température, puis transporté à l'extrémité

du st610n ; il démontre par des expériences de greffage .entre boutures induites

et nort induites, que ce stimulus est transmissible.

Il faut toutefois noter que si l'existence d'un stimulus capable

d'Induire la tubérisation semble être prouvée, sa nature n'est pas encore

élucidée.

De ces différentes conceptions et de "ensemb le des travaux effectués

. Jusqu'à ce jour sur le sujet et en particulier par Courduroux (1966), Grégory

(1956), Madec (1961), Perrennec(1962), Tizio (1964), on peut retenir les

points suivants:



-les facteurs climatiques jouent un rôle non né91 Igeable dans la .

tubérl sat Ion.

- le déroulement du mécanisme met en évidence deux processus:

une Inhibition de la croissance axiale et une stimulation de la croissance

en épaisseur. La plupart des auteurs estiment que le ralentissement de la

croissance précède la tubérisation et serait indispensable à son déclenche

ment.

" "B - EXPERIENCES D'INDUCTION DE LA TUBER 1SAT ION IN VITRO

Nous avons recherché les facteurs capables d'inhiber ln vitro la

croissance du Manioc et d'Induire éventuellement la tubérisation de ses racines •

. Pour cela, les entrenoeuds et les noeuds pourvus de racines néoformées ont

été, soit soumis à des conditions physiques différentes, soit transférés dans

un ml lieu contenant des retardateurs de croissance. L'évolution des racines

a été appréciée par une étude morphologique et histologique.

Les températures froides. (4°C, lOoC) ou les fortes doses d'auxl nes

(10-6g/ml) ont ralenti le développement des racines des fragments d'entrenoeuds,

mais, quelles que soient· les conditions de l'expérience, ces racines n'ont

subi aucune modlfication~nl dans leur morphologie, ni dans leur structure.

Dans la nature, une phase végétative de 4 à 5 mois; au cours de

laquelle le Manioc synthétise ses réserves, précède la tubérisation; on peut

penser que la partie aérienne de la plante Joue un rôle dans l'Induction de

la tubérisation. Après 3 semaines de culture sur le milieu habituel, à 30°C

et en photopértode de 12/12, photopérlode qui d'après Bolhuls (1966) est la.

plus favorable à la tubérisation du Manioc, lesexplantats sont divisés en

2 lots Cf Igure 9) : 1e lot A est placé directement dans différentes cond iti ons

climatiques, les plantes du lot B sont transférées sur un milieu semi-:-liqulde

ou liquide, ou sur de la vetmlcul ite...- Dans ce dernier cas, les plantes sont

arrosées avec une solution de composition Identique à cel le du mi lieu seml-

1iqu ide ou. 1iqu 1de j de pl us, pour obten 1r un déve loppement norma 1 de 1a

plante, II est indispensable de lui assurer une humidité convenable. La
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l'explantat est soumis directement
à différentes conditions physiques.

Transfert en ml Il eul Jqui de ~
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~Iantat cultivé sur ml lieu
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Figure 9" Protocole expérimentai •
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vermlcullteoffre l 'avantage de permettre régulièrement l'examen des racines

et la remise en place de la plante sans endommager cel les-ci. Chaque condition

expérimentale est représentée par 24 échantll Ions.

1°) Inhibition due aux conditions climatiques

Nous avons op~ré à différentes températures et à·chaque température

les lots Aet B sont soumis aux éclairements suivants: 24 h, 16 h, 12 h, 8 h,

obscurité. Il ressort de ces expériences que d'une façon générale, les

basses températures ralentissent la croissance des explantats et que l'éclaire

ment journalier ne permet pas, dans les conditions où nos essais ont été

réalisés, d'induire la tubérisation (tableau XIII>'

Les explantats ont été cultivés à des températures variables

entre le jour (25°C) et la nuit 10°C.

La température froide nocturne ralentit la croissance de la tige

et de la racine mais ne provoque pas l'accroissement en épaisseur de cette

derni ère.

La température etlalumièreconvenablement associées ont pu réduire

le développement axial des plantes mals la plupart du temps celaaentrainé

leur mort précoce. -:-: .:

2°) Inhibition due à l'action des substances inhibitrices de croissance

Les explantats sont transférés aseptiquement sur des mi lieux contenant

des inhibiteurs; Ils sont ensuite placésdans différentes conditions physiques.

a) !Dbl~1!!2D_22~2!19~~_:

Le développement végétatif du Manioc précédant de plusieurs mols
. . ~.

'a tubérisation, on peut imaginer que les sucres jouent un rôle dans le

mécanisme de la tubérisation.

Les fortes concentrations de glucose ou de saccharose (8, 10, 12 %)
uti lisées afin d'augmenter la pression osmotique du milieu et perturber ainsi

la croissance des plantes, n'induisent pas la tubérls'ation ; elles accélèrent.

la nécrose des tissus, provoquent tout au plus un renflement Inhabituel des
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AI :ongeh1ent

N~re moyen AI longe- Di amètre moyen Durée
Conditions climatiques moyen de la des·racines moyenne dl

partie aé- de nou- ment moyen (en mm) .survie de~

Durée ri enne de . ve 1les racl des raci nes Partie exp 1antat~- nes formées au bout de ExtrémitéTempérature· journal. la tige au
30 jours . 30 j\>urs médiane

d'éclair. bout de 15
jours(enmm après 1e (en mm)

transfert

Obscurité } 0,6 4 sem.•
8h/24

10° C 12h/24 0 0 -0 0,5

}16~/24 0,8 5 sem.

24h

Obscurité } 5 } 0,6,

8h/24

15° C lZh/24

}
0 0 0,5

} 0,8

6 sem.

16h/24 0

24h

Obscurité
La

} ~O 1,5 1cro issanc
8h/24

25° G 12hj24 0,4 04
se pour-

}1O
. ,

16h/24 3 28
suit

24· h jusqu'à

ce que
<. .

Obscurité
} 35

]
l'apex de

. 8h/24
5 1a ti ge

30°C 12h/24 1,8 40 0,4 0,4
touche

16h/24 } 20
le

24h 4 50 coton

TABLEAU KIII
a=:=======

Influence de la durée journalière d'éclairement sur le développement de

la tige et des racines formées sur des noeuds de Manioc cultivés à 30°

12 11~ pendant 3 semaines et transférés à 10°C, 15°C, 25°C.
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bourgeons aoicaux, .

b) !~b!Q!!12~_E~r_2~~_r~!~r2~!~~r~_2~_~r21~~~~~~:
L'hydrazide maléique, l'A M0 16-18 et le CCC ont été Incorporés

au milieu de base à des doses allant de 10-8 à lO-6g/ ml • Dans ces conditions,

le diamètre des racines varie peu, mais ces retardateurs de croissance hâtent

la fanaison des feui 1les et entraînent la mort des plantes.

Selon certains auteurs , les auxines ne joueraient pas un rôle

important dans l'Induction de la tubérisation. Tlzio (1964) montre qu'elles

interviennent chez la POmme de Terre en agissant sur les racines. Devant

les échecs obtenus avec les autres substances, il semblait intéressant de

vérifier si ces hormones peuvent intervenir dans le mécanisme de la tubérisation

. du Man ioc.

L'A 1 A, utilisé seul, entraîne une mort rapide des plantes. Nous

l'avons donc associé à la kinétine : en présence de 10-7g/ml d'A 1 A et de

lO-6g/ ml dekinétine, les explantats, placés à températùre constante (15°C)

et en photopériode 12/12 survivent 4 mois 1/2, résultat jamais obtenu dans

les cas envisagés précédemment. Il ya lieu de distinguer les explantats

cultivés in vitro et ceux transférés sur de la vermiculite.

ln vitro, après le transfert, la croissance axiale de la tige

se poursuit très lentement: 5 mm environ en 2 mois au lieu d'une moyenne

de 4 cm chez les témoins nbn transférés dans un autre milieu et placés

dans des conditions identiques. Le nombre moyen de racines par plante varie

peu mais sur une même plante, certaines racfnes augmentent considérablement

de diamètre (1,7 mm environ après 4 mois de culture) tandis':que d'autres

ne subissent aucun changement important (0,5 mm de diamètre moyen après la

même période. de culture). Ce phénomène est observé tant en milieu semi-liquide

qu'en milieu liquide i cependant, dans le premier cas (figurelO~i), les

racines "renflées ll sont trapues i dans l'autre (figure 11) elles sont allon

gées et ramifiées.
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FI gure 10 explantat_ transféré_en ml lieu seml-Ilquide contenant
" . -6

les éiéments minéraux de la solution de HelIer + 10 g/ml

de klnétlne et 10-7g/~1 d'A 1 A et présentant, après 3 mois

de culture, des racines "renflées"(r},



Rgure t1

FI gure 1?

Explantattransféré eri mi lieu Ilquid~ contenant tes ~Iément~
- ·-6

minéraux de la solution de Helier + la g/ml de kinétlne et
.;.7

lOg/mi d'A 1 A et présentant, après 3rllbls de culture,

des racl nes "renfiées" r

Explantat tra~splanté sur de la vermlcul Ite et arrosé quoti- .

dlennement par une solution contenant les éléments ml né taux de

ta solution de Helier + 10-6g/ml de kl~étlne et 10-7g/ml d'A 1 A

et présentant, après 3 mols de culture, des racines "renflées"(r).



La croissance des plantes cultivées à 25°C et en photopérlode

12/12 sur de la vermlculite et arrosées régulièrement par une solution

contenant 10-7g/ml d'A 1 A et 10-6g/ml de klnétlne, s'accélère au début

du transfert; le nombre moyen de feuil les et de racines par explantat est

nettement plus élévé que précédemment. Les racines sont plus longues et

certaines d'entre el les se renflent sur toute,leur longueur après 4 mois

de culture (fr~~re 12) (Tableau XV).

Afin de savoir si le renf'Jément des racines observé en présence

de 10-7g/ml d'A 1 A et 10-6g/ml de kinétlne correspond à un début de tubéri

sation ou résultatt simplement de l'action tératogène des facteurs de

croissance, nous avons eu recours à des observations histologiques •

. Les coupes des racines témoins (Planches 1 et Il) montrent une

structure primaire typique comprenant un épiderme, un parenchyme cortical

formé de grandes cel Iules occupant la plus grande partie de l'écorce, un

endoderme, un péricycle, 5 faisceaux libéro-ligneux alternés.

La structure des racines "renflées" obtenues en tube sur mil leu

semi-liquide (PLanche 1Il) ne présente pas de formations secondaires malgré

l'§ge de l 'explantat (4 mols 1/2). Toutefois, le parenchyme cortical est

plus développé; il lest constitué de cel 1~les très grandes à parois minces,

sans cristaux d'oxalate. Les cel Iules les plus Internes du parenchyme sont

moins grandes et la structure du cylindre central est normale.

Cette structure, malgré ta prolifération cellulaire du parenchyme

ne correspond pas à cel le d'un jeune tubercule car, la tubérisation du

Manioc est due à des formations secondaires (parenchyme ligneux secondaire).

Nous pouvons donc conclure que le renflement obtenu dans ces

cas est une conséquence de l'action de la klnétine et de l'A 1 A sur les

tissus superfldlels des racines.

La structure des racines "renflées" obtenues au bout de 4 mois

1/2 sur de la vermiculite est totalement différente : en effet, une coupe

transversale de ces organes (Planches IV et V) montre des formations secondai

res subéro-phel lodermiques, un parenchyme amylifère, un phloème secondaire

peu important, un parenchyme ligneux secondaire cellulosique, très riche

en amidon.
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MILIEU SEMI-LIQUIDE MILIEU LIQUIDE VERMICULITE

s'accélère au début
Croissance axiale très ralentie très ralentie mals se ralentit par

, .
la suite

Allongement moyen de la

partie aérienne de ta tige

au bout de 4 mols (en mm) 24 ·18,7 68

Nombre moyen de feuilles
6 1O~44,5

dénombrées au 4ème mols

Nombre moyen de plantes -
présentant des racines
"renflées" 10 8 14

,

(moyenne sur 24 tubes ou .
1

pots devermlculite)

Nombre moyen de racines

"renflées" par plante 2,3' 1,9 3,2

au bout de 4 mols

TABLEAU XV. .'
=aa.a •• DZ: ••

-7 .
Action de 10 g/mld'A 1 A et de

d'explantats transférés en mil leu. . .

~ 25°C et en photopérlode 12/12 1

10-6 g/ml de kinétlne surie développement des racines

seml-Ilqulde, liquide ou sur de la vermlcul Iteet pl~~és

d
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le renHèment"des racines obtenu sur les plantes culti~ées sur

de la vermiculite correspond donc bien à un début de tubérisation.

"
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Notre but était d'étudier le comportement des tissus de Manioc

cultivés ln vitro e~ d'entreprendre des recherches pré1iminaires surie

mécanisme de la tubérisation de cette plante.

Nous avons montré que les fragments d'entrenoeuds ont.un besoin

absolu de sucre et de facteurs auxlniques pour produire des racines. Ce

rôle du sucre et des auxines dans larhizogenèse est connu chez de nombreuses

plantes. Boui 1lenne et Went·(1933) l'ont démontré pour les plantules de

Balsamine, Went et Thimann (1937) pour les éplcotyles de Pois, Spanjesberg

et Gautheret (1963) pour les explantats de Topinambour. Stoltz et Hess

(1966) l 'ont~coriifirmé par des expériences de 1igatures de boutures. Ce

procédé leur permettait d'arrêter un certain nombre de substances rhizogènes

transportées par· le phloème ; au niveau dela ligature, ils mirent en

évidence des glucides et des auxines.

Lesexplantats de Manioc sont plus rhizogènes en présence de

saccharose. Leroux (1971> a trouvé des résultats identiques pour les fragments

de tige de Pois, mais, Il faut signaler que l'influence:_de la nature du sucre

dépend des espècesétud iées : _en effet , avec les fragments de tubercu les

de Topinambour (Spanjersberg et Gautheret, 1963),· le saccharose n'est pas

le sucre le plus efficace.

La néoformation desracJnes sur les fragments d'entrenoeudsde

Manioc est nettement polarisée, ce qui confirme le transport polarisé bien

connu de l'auxine. L'A N A se révèle ~Ius énergique que l'A 1 A.

La température optimale pour la prolifération cellulaTre et la rhizo:

genèse du Manioc est de 30°C, mais, le potentiel rhizogène des explantats

s'exprime mieux lorsque ceux-cl sont placés d'abord à 25°C pendant une

semaine avant d'être transférés à 30°C. L'action de la température semble donc

plus efficace après la mise en place des assises génératrices néoformées au

sein des tissus. Ceci est en accord avec les travaux de Gautheret (1968) sur

l'influence de la température sur la néoformation des racines de tissus de

Topinambour.

Sucre et auxine sont donc des facteurs indispensables à la rhizogenèse

des fragments d'entrenoeuds. LescondTtlons physiques n'interviennent que pour

réduire ou exalter le phénomène.



Par contre, le développement des bourgeons et des raclnescau niveau

des noeuds n'exige aucun facteur de croissance dans ·le mi 1ieu j le bourgeon
. .

induit la néoformation des racines, ce qui est conforme aux notions classiques.

le sucre favorise la reprise d'activité des bourgeons et hSte

l'apparition des racines. Il a été établi également que la partie aérienne

produite ln vitro par le noeud, Joue un rôle dans la rhizogenèse e~ que la

température la plus efficace pour la croissance des explantats est de 30°C.

lorsqu'on Introduit des substances phytohormonales dans ie mi lieu de culture,

celles-ci modifient la croissance de la tige, ce qui entraîne secondairement une

influence sur la rhlzogenèse.

les résultats de nos observations qui ont porté sur la rhizogenèse

des fragments d'entrenoeuds ou des noeuds de Manioc oMt, dans leurensemb1e,

confirmé les conclusions de travaux réalisés sur d'autres matériels j ils

préclsent néanmoins les conditons optimales de culture pour Manihot esculenta

Crantz (variété 1151).

Ayant déterminé les modal ités de la rhizogenèse, nous avons entre

pris des expériences sur l'induction de la tubérlsatlon des racines obtenues.

les travaux consacrés au mécanisme physiologique de la tubérisation

. démontrent, en particulier, un antagonisme fondamental entre la croissance

axiale de la plante et l'accroissement en épaisseur des organes sus~eptibles

de tubériser. Nous avons donc recherché les facteurs capables d'inhiber in vitro

le développement du Manioc. Des expériences de transfert étalent Indispen

sables, puisqu'II fallait obtenir dans un premier temps l'es racines, puf$

ensuite essayer d'Induire la tubérisation.

les entrenoeuds pourvus de racines n'ayant donné aucun résultat,

nous avons expérimenté avec ,des plantes entières obtenues ln vitro à partir

·des noeuds.

les différentes conditions photopérlodlques ou thermopériodlques

ou 1es inhibiteurs ont, parfois, réduit la croissance axiale des plantes

mais ils n'ont dans ces cas, entraîné qu'un renflement de l'extrémité de la

racine puis un dépérissement de la plante. le fait que le Manioc est essentiel

lement une plante tropicale Justifie l 'action néfas~e des basses températures.



-7 -6Seule l'action combinée de l'A 1 A (10 ) et de la kinétine (10 9/

ml) a provoqué un accroissement de taille important des raclnes tant en milieu

semi-liquide~ liquide que sur vermlculite. L'étude histologique de ces

racines "renflées" et des racines témoins obtenues in vitro indique qu'en·

milieu semi-Ilquide et liquide, le renflement constaté provient plutôt de

l'action tératogène des phytohormones et de l'action néfaste du ml lieu liquide.

Les racines "reoflées" obtenues sur vermicullte présentent par contre une

structure typique de jeune tubercule.

Ces différents résultats préliminaires ê l'étude de fa tubérisation

suggèrent plusieurs réflexions: II Importe de perfectionner les techniques

afin de réduire ou de supprimer les traumatismes dus au transfert et les effets

néfastes des milieux liquides. Le fait que les entrenoeuds pourvus de racines

n'aient donné aucune racine "renflée" permet de penser que la partfeaérlenne

joue un rôle important dans le phénomène de tubérisation.
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