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INTRODUCTION

Le Manioc occupe une place primordiale dans |'alimentation de nom-
breuses populations d'Afrique, d'Amérique du Sud et d'Asie. |l constitue |
méme dans certains paysv]a nourriture de base et joult d'une Imporfénce
'_économique excepfionhelle. Pour ceffé’falson, les princlpéux travaux qui

Iui_ohf été consaérés se soh+ orientés essentiel lément vers des recherches
‘sur 'I'amélioration du rendement, sur la toxicité des tubercules, sur la.

pafhologle.

11 nous a paru intéressant de cultiver in vitro les tissus de
Manioc et d'entreprendre, grice & cette technique, des recherches préliminai-
res sur I''induction de la tubérisation de la plante., On salt en effet, qué.
chez de nombreuses éspéces, certalns organes particuliers sont sUséepTibles_
. a un moment donné de leur cycle végétatif, de se gorger de réserves et d'aug-
menter considérablement de taille. Chez le Manioc, ce sont les racines qul
tubérisent. Nous . envasagerons donc |'étude in vitro de la rhtzogenese du
. ‘Manioc, puis, nous exposerons les résultats de nos essais de Tuberlsaflon.
1t importe avant cela, de donner un apergu general sur le ma+er|el et de .

preclser les techniques utllisées.

MATERIEL ET TECHNIQUES

b LE MANIOC : ASPECTS BOTANIQUES ET IMPORTANCE AGRONOMIQUE
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1°) Aspects botaniques :

Le Manioc appartient 3 la famille des Euphorbiacées,
au genre Manihot. Les premiers botanistes qui 1'ont éfudlé, on+ signaié
I'existence d'un grand'nombre d'espéces mais aujourd'hui, de nombreuses
synonymies orf été relevées. Par exemple, Pohl, en 1927, considérant . le
caractére cyanogénétique comme un critére de claséificéf!on, distinguait fles

var{étés améres (Manihot utilissima) des variétés douces (Manihot dulcis ou

- Manihot palmata). Or, |'on sait maintenant que les tubercules de toutes les
variétés contiennent une substance dont le taux détermine |'amertume. Ces
observations aménent donc & considérer ces épithétes comme synonymes de celle

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

- en conséquence préféré pour déslgner le Manloc, le terme Manihot esculenta
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Crantz 3 Manihot utillissima Pohl,

Les avis sont trés partagés sur |'origine du'Manloc, mais la~
plupart des spéciallstes admettent que la patrie de cette plante est le
Nord-Est du Brésil et que_son introduction en Afrique serait due au trafic

" d'esclaves.

Le Manioc est une plante arburtive pérenne de deux 3 quafreNméfres'

" de haut dans les cultures ; 11 atteint facilement cing ou six métres si 7
on ne le récolte pas. Sa tige, noueuse et remplle de moelle, porte des
feuilles alternes, caduques, généralement pefiolees, palmlparflfes ou palmlse—
quées, accompagnees_de deux stipules. Le limbe est divisé en lobes lancéolés »
dont le nombre varle'en+re trois et sept Sulyan+ |e§ facfeurs'infrlnséques

du végétal et les facteurs externes.

‘Le Manloc a une aire de culture pantropicale, c esf—a—dlre qu'il
se developpe de preference entre le Tropique du Cancer et le 30e degre de’
latitude Sud. Les principaux ceftres de culture sont : le Brésil, |'Indonésie,
la Malalsne, les Phlllpplnes, la Thallande, le Ceylan, Madagascar et diffé-
rentes régions d'Afrique oll 11 occupe une place analogue 3 celle de la Pomme
| de Terre dans certalins pays de la zone +emperee La multiplication de la
plante se fait uniquement par bou+urage : des fragments de 20 & 30 cm de long
sont choisis dans la partie moyenne de +|ges Bieh‘aoﬁfées, saines, vlgou—:_
reuses ; on les enfonce aux 3/4 environ dans Ia ferre, horizontalement ou
obliquemen+ en prenant soin de laisser hors du sol 2 & 4 yeux. Cette opéra-
+lon_s'effecfue au début de la salson des bluies. L'entretien consiste 3

LY

faire 2 ou 3 sarclages, 3 ramener la terre en butte autour des tiges, 3
supprimer les fleurs dés leur apparition. Les boutures émettent au début
un grand nombre de raclnes +ragan+es qui s'enfoncent rapidement dans le

-

sol et se gorgen+ de réserves 3 a partir du collet, donnant de longs et gros

_ +ubercules qu'on récolte dés le 8e ou 10e mols.; toutefols, c'est aprés

'16 ou 18 mois que la proportion de_fecules est la plus Intéressaite. Les

- tubercules doivent dtre utilisés auss!|tdt aerés_l'arrachage car-ils se
conservent difficilement plus de 4 jours hors du sol, Ils sont parTlculiére-
ment riches en fécules et en.vITamine C ; leur Tenedr en maTiéres azotées

est cependant trés faible. lls renferment en outre, un glucoside mis en



- évidence par Peckolt en f886 Ia mannhofoxine quI par hydrolyse, se scinde

~en glucoqe ace+one et ‘acide cyanhydrsque
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‘La manihotoxine est présente dans tous les clénes de Manioc & des
doses variables. S un tubercule eﬁ renfermé-mo‘ns de 50 ug par gramme de
matidre frafche, il est doux ; s'i! en renferme plus de 200 ug par'gramme
de ma+iére'fraTche, if est amer, Selon Adriaens'L. (1946, une dose_de'1}4'mg

par Kg de polds vif seralt mortelle p0ur'l'ﬁomme.,La teneur en HCN augmente

" sitla plante est cultivée dans des conditions défavorables. 11 est & signa-

ler d'au+re part que Ia repar+l+|on de la manihotoxine n'est pas homogene

dans une méme raclne.

Le Manioc est une- p‘anfe mononque dont les fleurs, unlsexuees,
se groupen+ en panlcu|es +ermina|es. Les boutons des fleurs femelles sont
coniques et situés a la base de I'inflorescence, tandis que ceux des fleurs_.ﬂ
miles sont arrondis et localisés au sommet. Toutes. les fieurs sont apétales

et de type 5.

Le caiice de ta fleur femélle est compoéé de 5 sépales Iibres et

pétaloTdes ; |'ovaire, +rés_aéveloppé est cons+i+ué'de 3 carpelles soudés

La fleur male est plus pe+|+e ; ses 5 sepales pétaloides sont

soudes ala base._

Le fruit est une'capsulé qui renferme 3 graines.

2°) Importance agronomique :

Le ManIoc Joue un rdle preponderan+ dans |'aIImen+a+|on de ! 'homme )
et du bétall.

a) Alimentation humaine :

De loin, ce sont les tubercules qui interviennent le plus.

dans ‘la préparation des aliments destinés & la consommation humaine.



7 Toutes les opérations sont prééédées par I'épluchage_des‘fuberculeé
et le rejet des parties riches en subs#ances.+okiques. En guise:d‘eXempIe,

le Tableau | indlque les Transforma+|ons +echno!oglques les plus imporTanTes
subles par. les Tubercu!es au Cameroun,

b) Alimentation du bétall

a

Grice 3 sa haute digestibilité, 3 son prix de revient
Intéressant, le Manioc est un élément-de premier ordre pour la composition
de certaines rations alimentaires. Divers auteurs assurent que ses fécuIénTs
permeffenf d'obtenir des carcasses de qualité excepftonnelte et proposenf |

a

de falre entrer dans la ration des porcs & I'engrans 40 % du Manioc.

, _Plus qu'aucune autre espéce alimentalre, le Manioc a suscité
de fongues discussions sur |'opportunité de son extension, 3 cause de sa
pauvreté en protéines. Quoiqu'i! en soit, sa culture triomphe de plus en
plus. En outre, ses débouchés sont multiples : il peut &tre transformé en
glucose, servir dans ia paniflcaflon; les pates alimentaires, la feculerle,
les bIscuu*erles, la brasserie, les usines de filature et de tissage. On
comprend qu'en dépit de la concurrence des céréales, il joue @n role consi-

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

R TECHN|QUES

1°) Culture en serre :

Les bou+ures u+i|!sees provnennen+ toutes du Centre de Recherches
Agronomiques de Niaouli (Dahomey). Elles sont plantées dans des pots conte-
nan+'un_$ol meuble sans terreau, arrosées uniquement avec de I'eau ordihaire
afin de réduire au_ﬁaximum les paramétres suscep+ib|es‘d']n+ervenir dans le
mécanisﬁe physiologique que nous-envisageons d'étudier. Les pots:sont dis-
posés dans un compartiment de serre maintenu par_réglage thermostatique a
30° le jour, 25° la nuit, 80 % d'humidité et en photopériode 12/12{ Au
cours des expériences préliminaires, il nous est apparu que les résultats
obTenus In vitro n'étaient pas toujours reproduc+|bles lorsqu'on ufflise

indifferemmenf toutes sortes de variétés (Tabouca Kataoli, Kalaba etc...).

Aussl, pour pa!|ier cet Inconvénient et assurer un maximum.d'homogénéité,.



TABLEAU | & TECHNOLOGIE TRADITIONNELLE  Extralt de : Les Amylaces du Cameroun =~ :
ommmm DE_LA RACINE DE MANIOC  par Favier (J.C.), Chevassus-Agnés (S.) et Gallon (G.)

(les formes directement consommables sont encadrées)
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RACINE ENTIERE

Roulssage

U

RACINE ENTIERE ROUIE | RACINE EPLUCHEE ' o : 'EGORCE INTERNE

Pulpage

. ‘Roulssage Fermentation

v ' v

RACINE EPLUCHEE ROUIE

PULPE FERMENTEE ECORCE BOVILLIE

MANIOC BOUILLI .

Broyage " :
. PATE o - - [
© Séchage : Séchage sur | Lavage Lavage
. +o]e_ o prolongé prolongé
CINE sEcHEE AU PARINE |
SOLEIL.- . SECHEE-FUMEE
\” ._ . . | | | v’ .A . V ‘ . ._ . | ‘ . . . . . . . .. . - o ) . \/

PATE ET - | —— | [ | [MANIOC BOUILLT| .. fTTTECORCE
BOUILLIE | - BATON B R 713 S & LAVE .| CUITE - LAVEE




avons-nous choisi de travailler sur une seule variété, la 1151, sélectionnée

- at cultivée 3 Niaouli.

'2°) Culture In vitro :

-7

La méthode utilisée est celle mise au point par Gautheret (1959).

Nous n'en décrirons que les points qui intéressent directement ce travail.

a) Préparation du matériel

-

~ Seules les jeunes pousses aériennes obtenues 3 partir des
boutures ont servllpouk_la cultire in vitro. En effet, lorsdu'on utilise
de gros morceaux de tige ayant séjourné trop longfemps_déns te sol, le taux
de contamination des milieux de culture est fort élevé (95 %), ceci vraisem-
blablement parce que ces échantillons contiennent. des microorganismes - .
dlfficllesAé éliminer au cours de la stérilisation. Les jeunes tiges
présentent |'avantage d'dtre moins 1ﬁfecfées. Etles seules nous ont donné

deé'résulfaTs_inTéfessanfs (moins de 4 % de contamination).

b) Stérilisation du matériel et prélévement des explantats :

La stérilisation se falt chimiquement : le matériel est d'abord
lavé pendant 15 mn par du mercryl laurylé dilué 3 5 %, puis stérilisé -
pendant 20 mn par |'hypochlorite de calcium 3 9 %. L'élimination de 1'anti-

. septique se fait par 3 ringages successifs (5, 10 et 20 mn) & |'eau stérile.

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 mflleqx de cuiture ont été réalisés a parflr d'un
milleu de base comprenant la solution minérale de Heller et solidifié par -
-9 g/l de gélose. Ils sont éventuel lement additionnés de facteurs de croissan-

" ce 3 différentes concentrations.
- = l'acide Indolyl acétique (A | A)

- ltacide naphtyl acétique (A N A)
- I'acide 2,4 dlchlorophénoxyacétique (2,4-D)



- la 6 furfuroaminopurine ou kinétine (K)
- l'acide glbberelllque (A G )’

1'A MO 16-18

leCCC

Comme source de carbone, nous avons uflllse le glucose ou le
saccharose. Le milieu propose par Murashlge et Skoog a &t6 egalemen+

emp loyé.

Les milieux de culture ont été stérilisés par autoclavage a
A.110°C pendant 20 mn. Chaque conditlon expérimentale comprend 24 tubes

de culture.

_Les tissus étant ensemencés sur un milieu parfaltement défini,
1l était possible d'étudier I'influence des facteurs externes (lumiére

et température) ou celle des facteurs ajoutés au milieu de culture. -

- Conditlons de culture

Aprés ensemencement, les cultures sont placées dans des condi-
tions (température et photopériode) différentes., Parfois, 1l a été néces-
salre de modifier au cours de Ia'culfure, la composition du milieu. Dans
ce cas, des transferts étalent Indispensables et devaient &tre opérés
délicatement : pour ne pas léser les tissus ou briser les racines qul
commengalent & apparaitre, nous avons utilisé des'mflieux moins'gélosés
(4 g/1) ou méme liquides. Dans ce cas, |'immersion des explanfafs.a été
évitée par I'u+|||saf|on de supports métalliques préalablement sferlllses.

Parfons ces *ransfer+s ont été réalisés sur de la vermiculite (fig. 2).

'3°) Techniques histologiques :

-

Pour préciser les phénoménes observés; nous avons été amené 3
falre quelques observations histologiques sulvant les méthodes classiques
(celle de Langeron, 1949, modifiée par Jensen en_1962): apres fixation au
picroférmol de Bouin, les échantillons sont déshydrafés & 1'alcool, traités
par le xyléne 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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Transfert sur un milieu liquide : N o Transfert sur milleu liquide : un.
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12 h de passage dans la safranine, 6 mn dans le fast green et 2 mn dans le

mélange eugéno! - alcool . absolu.
RESULTATS

| ETUDE DE LA RHIZOGENESE DE FRAGMENTS DE TIGE DE MANIOC
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Nous considérerons successivement les cultures d'entrenoeuds

puis celle des noeuds.

A - CULTURE 'DES ENTRENOEUDS :

Trols types de. fac+eurs se. son+ révélés |mpor+an+s dans la néofor-
mation des racines par les fragments d'entrenceuds. Ce sont : les sucres,
les substances de croissance et les facteurs climatiques (température et

lumiére).

‘ 1°) Action des sucres :

) mise en évidence de la necess:fe d'un sucre :

, Nous avons culttvé |es entrenoeuds de tige sur un milleu
renfermant les sels minéraux de la solution de Heller et 10-6g/ml-d'auxine

(Al Aou ANA). Les tissus sont placés a 30°C ef éclairés 12 h par jour.

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

poids frals moyen des explantats ne varie guére.

Par contre, en presence de sucre, les phénoménes d'organogenese
ont lieu trés vite(fig, 3 et 4),

Les résultats démontrent nettement que le sucre est indispen-
sable & la prolifération et & la néoformafion'des.racines par les entrenoeuds

de Manioc.

b)- Influence de la concentration et de la nature du sucre :

‘.~

Les concluslons précédentes nous ont amené & essayer de

déterminer d'une part la concentration minimale de sucre (glucose ou saccha-
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Figure 3 : Fragments d'entrenoeuds. de Manloc cultlvés pendant 3 semalnes sur des miileux différents :

a : mllleu renfermant les sels minéraux de Heller of 3 % de glucose
b s "o " - "o " 1 nooon 10"..6g/m| 'de' 1A

S B : : - (mals pas de sucre) o
cetd: MmoW o " Mo m w3 ¢ 4o glucose et 10 %g/ml d'A I A

A s régloh‘aplcaie des explantats

B : réglon basa|e  L

W



ngure.d._ Fragment;d'enfrenoeuds de Manioc cultivés pendan+ 3 Sematnes sur un mllleu gélosé
_ renfermanf les sels mlneraux de Heller 3% de queose, 10~ g/m| d'auxine.

a: AlA: l'explan+a+ place horlzonfalemenf sur le mllieu de culture, monfre que'

ta néoformation des raclnes es+ polarlsee \

b: ANA
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rose) nécessaire & |'organogendse, d'autre part, |'influence de différentes

concentrations.

Une faible concentration de glucose (1 %5 suffit pour permettre

la néoformation de racines ; le nombre moyen de racines ob+enues'par_expian-:
tat est dpfimal en.présence de 3 % de ce sucre ; il diminue sensiblement pour
des concentrations supérieures et finit par s'annuler & 6 % (Tableaux i et
). . |
_ | De méme (Tableaux {11 et V), 1 4 de saccharose favorise |'appari-
tion des racines ; lorsque le milieu renferme 4 % de saccharose, on atteint
en moyenne 12 racines par explantat et il faut une concentration de 8 % de ce

sucre pour Inhiber complé&tement |'organogenése.

Le saccharose dans les conditions de |'expérience, est donc plus

rhizogéne. 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 :

——— P e - S o —  —  —— G T -

Le bouturage du Manioc se faisant trés facilemen+,:on peu+ 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 entrenoeuds ne manifestent pas

le moindre phénoméne d'organogendse : |'auxine exogéne est donc indispensable

a la rhizogenése.

Nous avons, en malatenant constants les autres facfeursﬁnilieu,)
(seis minéraux de Heller), sucre (glucose 3 %), température (30°C), lumiére

(12 h par jour), recherché la dose d'auxline optimale pour la rhizogenése.

_ Les résuitats obtenus au bou+ de 45 jours (Tableaux 1T; {ti; 1V; V)
lndlquen+ que la concentration 10-8 g/ml d'A | A est sans effet et que la
10~ g/ml favorise par+¥cu||eremen+ la cqllogenese ; la rhizogenése commence
a se manifester en présence de 10 g/ml d'A I A : on obtient une moyenne de
2 racines par explantat ; elle est fortement exaltée 3 10_69/ml d'A | A
(9,5 racines en moyenne par explan+a+). A cette concentration, on remarque
que, dés les premiers Jours de cul+ure,.la partie immergée des explantats

augmente de +al|lé ; les racines apparaissent & cet endroit & partir dq



1%

10éme jéur. Quand la face racinaire des explantats est hors du milieu, .
un cal mou recouvre généralement |'extrémité supérieure de ces derniers,
e+.dahs ce cal, se différencient les racines 3 partir du 7éme_Jour.Pius |
tard, de'nouvelles racines se forment tout le long de |'explantat (figure3);
elles se développent, attelgnent éventuel lement le milieu et s'y ramifient.
Cette potarité de la rhizogéndse est confirmée lorsque les explantats sont .
disposés horizontalement & la surface du milieu, un repére indiquant sur
le Tube, la face racine: les racines sont prbduifes uniquement par cette
face ( figure 4 ): la polarité est donc trés nette. .

L'actipn de I'A N A, comme |le montrent Ies,TaBIeaux IV et Vv,
est plus énergique que celle de |'A | A, |

En présence de 10#7 g/ml d'A N A, les racines néoformées sont
longues, épaisses et ramifiées.Lorsque le milieu con+len+'10_69/ml'de NA,.
au bout de 3 Jjours de culture, la base de l'explantat augmente considérable-
ment de volume : son diamétre moyen passe de 6 a 11,4 mm. |1 se forme ensuite
au sein du milieu de culture un cal important qui donne_naiSsance a des raci-
nes . ( 7 en moyenne ), cour+es.(3mm.de longueur moyenne ), trapues (1mm de
diamétre moyen ). |

-

Utilisées & des concentrations supérieures 3 10%/ml, 1'A 1A et
I'A N A favorisent la callogenése mais fel également, l'activité de 1'A N A
est supérieure & celle de 1'A | A : les poids frais moyens de cal obtenus
en présence d='A N A sont plus importants. _ |
Avec le 2,4 D, seuls les phénoménes de prolifération cellulaire

sont observés,

L'acide gibbérelllque et la kinétine employés seuls, en absence'de'.
tout facteur auxinique n'ont aucune action. Toutefols ces hormones'modiflenf
les propriétés rhizogénes de |'auxine : les faibles doses d'acide gibbérelll¢
que ( 10—7Q/m| ) avancent la date d'apparition des racines alors que les:
plus fortes (10f§, 10-Sg/ml‘5 la retardent d'environ 10 jours.lLa kinétine
contrarie |'effet rhizogéne de I'A I A et de |'A N A mais stimule fortement

la prolifération cellulaire.
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Concentrat!on 1078 10 10f6 1077
W'AIA en - Racines Racines Racines _ : ‘ : ' o :
Glucose - o/mi : nombre | longueur|diamdtre|| nombre |longueur |diamétre Racines Poids frais moyen de
. : : y moyenne | moyen - |moyenne moyen ‘ ' sy
en moyen en en mm moyen |\ ° o on mm cal/explanfaf (en @)
o - - - - - - - - -
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 Il

Action du glucose et de |'A | A sur le développement des fragments d'enffenoeudé de Manioc. ,

tr
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Concentration 10” T
: “d'AlA en Racines o - [ Racines : - _
Saccharose nombre | longueur|diamétre|| nombre | longueur|diamétre|| . Polds frals moyen de
' . : moyenne moyen moyenne | moyen ) ) -
en y4 m?yen 1 en mm en mm pren enmm | en mm cal/explanfuf (en @)
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 | 05 || 8,2 29 0,5 1,450
6 2,8 7 0,5 5 20 0,5 1,430
8 - - - - - - -

TABLEAUN  : .Action du saccharose

et de 1'A | A sur le développemen+_des fragments d'enfrepoeuds de Manloc




oncentration 1070 . 107 1078 107
d'ANA Raclnes. ~ "Racines . . Racines , : ' o
Glucose /m?n o nombre |longueur |diamdtre|| nombre |longueur |diamétre Raclnes Polds frals moyen de
en % - \\\\\; moyen Zzy;;ne : ezog;n moyen Zzy;;ne QZO%;” | ' ' Cal/explahfaf (en g)
0 - - - - - - - - -
! 72 22 10 0,6 2,4 4 1 - 0,600
2 - 3,1 15 0,7 3,5 3 o - 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
6 - - - - = - - - -

TABLEAU IV .

Actlon

du glucose'ef'de 1'AN A sur le déVeloppemenT_dés fragments d'entrenceuds de

Manloc
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1078 1077 1078 107>
Racines _ 5 Racines{ . : _ Racines; e . :
nombre | longueur|diamétre|| nombre | longueur diamétrT Racines Polds frals moyen de
oo | moyenne | moyen . moyenne moyen : - :
g moyen. on mm en mm mvyeﬁ_ on mom en mm cal/explanfaf (en @)
f - 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 3 | 0,7 7,5 | 3 1 - 1,590
5 - 7 30 0,7 5,1 3 1 - 1,000
6 - 4,2 27 0,6 3 3 1 - 0,900

TABLEAUY

Action dUsaccharose et dg I'TANA sur |é déveldopeméhf des‘éhfrenoeugs de ﬂanfoc_'




Résultats

A4

Conditions
de cu]f;;;f\s“\\\\\\\\\\
 mAG L
ou } seul Aucune ' action
Début de la | Nbre moyen / |Poids moyen frais /
rhizogenése explantat explartat (en g}
108 A1 A seul 106 jour 9,5
=7 :
. 10 AG 1e 5,1
<. | -3 s
10°° AG 20e 2,2 ,
v 5 '
I'O_ .
| N 2,0
-.=;========i.=======================================ﬂ===== T ETNES IR ESIITEERSRER
— [ w07 « | 0,200
= 1078 Pas de 0,600
JC)V _10—5 rhtzogeneée 0,540
1076 A N A seul Callogenase . 1,560
: + rhizogenése
< -7
> 10 1,600.
< -6 pas de .
© 10_5 rhizogenése 2,100
'c 10 | 1,900
e 1077 K 2,800
- -6 pas de
~ 10_5 rhizogenése. 3,000
T 10 ‘ 2,200
e
TABLEAU VI : Action de l'acide gibbérellique et de la kinétine seuls

‘entrenceuds de Manioc

ou associés & |'auxine sur le développement des



3°) Action des facteurs climatiques:

- a).Mlse en évidence de 1'influence de la température’ (flgure 5)

...——————————-.——__—————————————..——__——————————————-————————-——

a

- . Un premler essal a consisté & placer Ies'explanfafs ensemences sur
Ie milieu habl+uel 4 différentes températures : 15°C, 25°C, 30°C, 35°C, 40°C.

A 15°C le développemenf*des explan+a+s est pra+iquemen+ impercep~
tible et quelte que soit Ia durée de |'exper|ence 11 n'y a jamais néoformation

- de racines.

A 25°C, 11 est ient; le nombre_moyen de racines obtenues par explan-

" tat en fln de cul+ure es+ de 2, 1

30°C semble &tre la +empera+ure 0p+lmale en effe+ elle accelere
les phénoménes d'organogenese (9,5 raclines en moyenne par explan+a+ ). 11 est
vrai que cette température eorrespond mieux 3 celle du 5io+ope du Manioc.Nous
I'avons en conséquence adop+ee pour toutes les e+udes concernan+ ta rhlzogenese

des en+renoeuds.

- Les +empera+ures superleures a 30°C provoquent rapidement un gonfle-
.ment basal des explantats mais apres quelques jours, les tissus se nécrosent

sans avoir donne«de racines.

_ Si 30°C semble ta- +empera+ure la plus favorable au developpemen+
des tissus parce qu'elle accélére les phenomenes de’ prolufera+|on et de diffé-
renciation, il faut noter qu'elle hate egalemen+ le vlelllqssemen+ des tissus,
sur IesqueI§ des nécroses apparaissent déé la 4éme semaine de cdf+ure, D‘au+re
part, lorsque les explantats son+-p1acés a cette température aussi+6t'aprés
| 'ensemencement, 60 % d'en+releux_seulemen+ produisent des raéfnes. Nous. avons

s

amél loré ce pourcentage (96 %) en plagant les +issus & 25°C pendanfedne semaine

s

avant de les porter & 30°C.

-—— - — e - = - - - ———

Compte tenu des résultats précédents, nous avons étudié ['actlion
de modifications de la température au cours de la culture, Pour éviter les Inter-
férences entre la Iumlere et la +empera+ure, les essais ont été realises en

Iumtere continue, .

En plagant les tissus & des températures froides (4°C) ou frafches
(15°C) pendant 48 h soit au.début de la culture, soit au_momehf-oﬁ les racines
commencent & apparaftre, c'est-d-dire au 10e jour de culture, les résultats

obtenus sont différents.



~ Nbre moyen de racines par explantat
aprés 45 jJours (moyenne calculée sur
48 explantats) :

A

10 |

N
s

15 ' 25° 30°: . 35°" Température en
_ : : degré Celsius

Figure 4 -~ Influence de la tempériature surla rhlzogen&se - - -

d'entrenceuds de Manioc ensemencés sur le milieu de Heller
¢+ 3 % de glucose + 10-6g/ml d'A 1l A,

g g




: r €&
Nbre moyen de racines par explantat po €

lzgrés ?5 4?:r? (moyenne calculée sur o Courbe de rhizogendse sans
‘explantats) : : : application de basses
' S températures

™

- -~ Application de 15°C

__ Application de 4°C

10 |
| RPETEE
8 = e - T : ‘ L
. ‘ : . e
X - : ' L
'6_— " L~
L4 '/
o T
2 L ! 7 S SR
./4' : . - Nombre de jours -
< .’_—:-' ’ T ' . N
] — T T - T =7 T T 7
8 1 - 24 32 . ' “40"'_ 48

Elgure 5’ : Influence, sur la rhlzogehése'des enfrenoéuds'de'
Manioc, d¢'un traitement 3 4°C ou & 15°C pendant les
premidres 48 h de culture. ' ;

Nbré moyén de racines par>exp|anfaf aprés

45 jours (moyenne calculée sur 48 explantats Courbe de rhizogenése sans appltca?!on
| de basses femperafures
A | :
== Application de 15_°c
’—-—f.APplicafion de 4°C:
12 1
10 | B e
. .;5_. [t
/
6
4
2 Nombre de jours
hY
T T 1 r 3
10 18 . 26 oz 42

Figure 7 : Influence de la rhizogerése des entrenceuds de Manloc d'un ffaf?emenf-
- & 4°C ou 3 15°C pendant 48 K, entre le 108me et le {l1&me jonr de

cttltura
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Lorsque les tissus sont soumi s pendant 48 h aux femperafures basssas
au début de la culture (fig. 6), |'apparition des racines est retardée et
- aprés 45 jours de culture, le nombre des racines néoformées est réduit, trés

ilégéremenf-é 15°C, plus sensiblement d 4°C.

Lorsque les tissus sont soumis & ces mémes températures aprés
10 jours de culture, le nombre moyen de racines produlfes en fin d'experience
par explantat n ‘est pas sensiblement modifié par un séjour a 4°C mais 11

augmente aprés un séjour & 15°C (figure 7).

¢) Influence de la_ Iumiere :

Pour étudier 1'influence de ta lumiére sur le developpemenf des
fragmenfs d'entrenoeuds, nous les avons, soit placés a I'obscurlfe, ou en
lumiére continue, soit soumis & des eclairemenfs phofoperlodtques varlables,

8h, 12 h, 16 h de fumiére par jour.

_ Les résultats, résumés dans le Tableau Vil montrent que !'allonge-
ment de la période journaliére d'éclairement favorise la prolifération des
explantats mais defavorlse la néoformation des racines qui apparaissenf plus

tardivement et en nombre moins important.

En résumé, les fragments d° nfrenoeuds de Manioc ont abéo!urenf
besoin de sucre et de facteurs auxnnlques pour proliférer et produire des
racines. La nature et la concenfraflon du sucre ou du facfeur phyfohormonal

de méme que les condifions physiques, influent sur ces phénoménes.



Nbre moyen de

Poids. frais moyen de cal/

' Congéffons :eruf de 13 ‘racines/expl. Début  de explantat obtenu aprés
1" expérience - rhizoaendse | €M fin de la nécrose 45 j. sur un milieu conte
pe 9¢ culture - - - nant 107%a/ml d'A N A
T : ’ (en g)
| Obscurité Te J. aprés- .
[ 'ensemencem, 9,3 21e j. 1,100
8 h de lumidre | 7e 9,1 24e j. 1,200 -
12 h de lumiére }10e 9,5 30e J. 1,560
16 h de lumidre |14e 7,1 28e J. 1,320
lumidre continue|15e 6,8 32 j. 1,612 -

TABLEAU Vl{‘ : Influence de la durée journaliére d'éclairement sur la rhizogehése_ef

EEEEERTIRRXE

la callogenése des fragments d'entrenoeuds de Manioc.




B - CULTURE DES NOEUDS :

Les fragments d'entrenoeuds s'étant révélés Incapables de néoformer
des béurgedns, Il nous a paru Intéressant de cultiver les noeuds. Ceux-ci, -
pourvus de bourgeonS»axlIIalres, peuvent produire des tiges plus ou moins

développées.

s

La culture des noeuds revient en quelque softe_ & réaliser le boutu-
rage in vitro de fragments de TIge. Sur‘ce matériel, nous avons &tudié le
role des facteurs trophliques et phytohormonaux, celul de la température et de
la lumiére, puis nous avons tenté de voir si le développement de'la par+Ie

aérienne pouvait avoir une influence sur la rhizogenése des explantats.

1°) Action des sucres

~a) Mise en_évidence du_rdle _du_sucre :

- Les noeuds ont été.cultivés sur un milieu renfermant les sels

minéraux de la solution de Heller,

- 'Si ce milieu est privé de sucre, le bourgeon axillaire se développe

. lentement et leé'premiéres racines n'apparaissent que le 30éme jour.

La croissance des bourgeons et |'organogendse sont plus importantes

en présence de sucre.

s

Le sucre n'est donc pas indispensable 3 la formation des racines
par les noeuds de Manioc, mais il exalte le phénoméne. C'est le bourgeon
axillaire qui induit la rhizogenése. On peut ekpliduer ce fait comme une consé-
quence du développement des bourgeons : les produits élaborés et les phyto-
hormones présentes au niveau du b0urgeon, interviendraient et perme++raien+ :

I*érganogenése.

- o —— ——— e - ——

Les faibles concentrations de sucre (1 %, 2 %) accroissent considé~
rablement le développement des noeuds par rapport au témoin sur mitieu sans
sucre. |

-\

Le glucose 3 3 % est favorable 3 la rhizogenése (9 racines en

moyenne par explantat au bout de 3 semaines) mais 11 est ]nhiblTeUr a partir
de 5 % (Tableau VIII),

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

34 ; il accélére la croissance du bourgeon et la rhizogenése (Tableau IX)



Tallle moyenne Nombre moyen ‘Longueur Nombre moyen
: Résultats des explantats Début de |de racines par | moyenne des |de feullles par
GlucoseN au bout de : explantat racines ~explantat
en % 21 Jours‘ ' Rhlzogenése ~au bout de - au bout de au bout de
_ (en ' ) 21 jours 21 jours - 21 jours
- en em _ (en cm) - ‘
, 0 .
0 0,7 30e Jour (1,1 au bout de 0,5 1,10
- .45 jours)
1 0,9 17e 2,3 0,5 1,10
2 2,15 15¢ 4,2 0,7 1,88
3 2,10 i 12e 9 1,5 K 1,92
4 2,05 18e 5 1,0 1,90
5 , : . .
Les bourgeons se renflent et croissent & peine
6

. TABLEAU Vit :  Influence de différentes concentrations de glucose sur la crolssance des noeuds de Manioc

ensemencés sur un mllieu contenant les &léments minéraux de la solutlion de Heller.



, N Nombre moyen : - o |
Résultats Tal lle moyenne pébuf de de racines par _ Lpngueur Nombre moyen
des explantats : " explantat . |moyenne des - |de feullles par
: au bout de Rhizogengse. - éupbouf de racines . exp lantat
Saccharose 21 Jours ’ o “21  iours ay bout de -au bout de
en % (en cm) = 5  21 jours 21 jours
- - (en cm) -
1 .l 4e Jour 3,0 0,8 " 1,40
2 2,10 14e 5,3 1,2 1,55
3 2,55 9e 12,0 2,1 2,87
4 2,40 % 10,0 1,9 2,90
5 2,30 176 2,6 0,9 1,48
6 0,9 17e 1,2 - 0,5 1,0
8 Les boufgeons se renfient et crolssent & pelne.
TABLEAU {X. : Influence de dlfférenfes concentrations de saccharose sur la crolssance des noeuds -de Manioc

‘ensemencés sur un milleu contenant les éléments minéraux de. la solution de Heller.

+7
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“Le developpemen+ des bourgeons_e+ des racines au niveau des noeuds

n 'exige pas Ia.présence de facteurs de croissance dans le milieu. Pour vérifier
si. ces facteurs peuvent le'modifier, nous avons cu!tivé les noeuds sur le

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

lique, de kindtine ou d'A 1 A (figure 8).

La vitamine B1, a 10-8 ou 10~ g/ml, n'a modlfle nI la date d'appa-
rition des racines, .nl I'intensité.de la rhizogendse. A 10~ g/ml, elle

réduit Iégéremenf le nombre moyen de racines par explantat,

8 et 10-7g/ml) favorise

L'acide gibbérel lique aux faibles doses (10
la croissance du bourgeon, hate |'appari+|on des raclnes alors qu'a 10-69/m|,

Y |nh|be for+emen+ la croissance des bourgeons.

. Utilisée seule, la kinétine retarde le début de la rhizogen&se
(358me jour au lieu du 9éme Jjour pour .le témoin) et diminue le nombre total de

racines., en par+|culler lorsqu'elle est employée & forte dose (10~ g/ml)

Les doses 10f7 e+'10—69/ml'd'A I A Inhibent la croissance et la
rhlzogenése; Lorsqu'on associe 1'"A 1 A 3 différentes concentrations de
kinétine, contrairement & ce qul a &té observé dans les autres cas, 11 y
a prolifération cellulalre 3 la base des explantats ; en présence de 10~ g/ml
de kinétine et de 10 g/ml d'A 1 A, 1'inhibition de la production'de racines
apparait moins importante due lorsque les deux ‘.phytohormones sont utilisées

~ séparément aux mémes doses. Cecl est peut-étre le résultat de I'iﬁfluence

de la kinétlne sur lazpartie aérienne de la plante.

R Ces différentes expériences on+ en particulier conflrme que la
klneflne a une action Inhibitrice sur la rhlzogenese Les facteurs de croissance

étudiés ont modifié le développement des bourgeons et des racines.

Comme pour les entrenceuds, la Tempérafure'la plus favorable au
développement des noeuds est de 30°C, mais elle exalte la croissance des
tiges qui affeignenT trés rap]demen+ les cotons obTuran+ les tubes (Tableaux

X et X1

_ L'étude de |'influence de la fumidre sur la croissance des noeuds
a donné des résultats trés classiques : & 1'obscurité ou en jours courts,

les plantes s'étiolent,



Nbre moyen de racines par explantat
aprés 21 jours de culture & 30°C
(moyenne calculéd sur 48 explantats) -

Témoin - S ' o . : Y
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ﬂ

Figure i;- : Influence de différentes substances de croissance sur

la rhizogendse de noeuds de Manioc,




T® Nombre de Jours . |Longueur de lé'par+|e Nombre moyen de raclnes|Nombre moyen de feullles
' aprés |'ensemencement aérienne en cm - par explantat par explantat
. 11 1 o 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 22,9
30 4 12 5,1
TABLEAU X : lnfluence de la +empera+ure sur le déve!oppemen+ des bourgeons axil!alres de noeuds de Manioc

ensemencés sur un milieu con+enan+ les éléments minéraux de la soluflon de Heller + 3 % de saccharose

Y
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. ‘ y : -de la partie Nombke-moyen de racines|Nombre moyen de feuil!es
T Nombre de Jours Longueur » _ .
laprés |'ensemencement aérienne en cm | Par explantat o par explantat
B Y B 1,100 o 1,20
s 1,52 ' 1,10 1,93
25°C _ _ ——— '
’ 21 C ' 2,0 ' o2, 2,0
KT 2,02 | 2 2T
s A2 6 - N
30°C _ + ‘ . _ ' —
21 | 70 . | 10 : 7,17
30 9,5 - w0 | 6,8
TABLEAU X1- : Influence de la température sur le développement des bourgeoné axillaires de noeuds de Manioc

L2 3 -3 § ¥ &-% BN

" ensemencés sur un mllleu contenant les éléments minéraux de la solution de Murashige et Skoog

+ 3 % de saccharose

Ve
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4°) Influence de la par+ie-aérienhe'de la tige sur la rhizogenése

Les résultats précédents (Tabl. VIit, IX), suggérent |'existence

.. d'une relation entre lé paffie aérienne de la plante régénérée pér'tés_noeuds:
- et les racines néoformées. Pour vérifier cette hypothése, nous avons réallsé
des cultures a4 25° C et 30°C, aussi bien sur le milieu habltue! que sur un
milieu contenant les éléments minéraux de Murashige et Skoog et 3 % de saccha-
rose. Pour chaque type de mllieu, il y a donc une seule variable, la tempéra-
'+ure, qui, comme cela a été demonfre precedemmen+ influe sur la croissance |

du bourgeon.

Quel que solt le milieu utllisé, (TaB|eaume et XI), le nombre
- moyen de racines par explén+a+ augmente avec Ia.lbngueur de la tige et le
nombre de feuilles portées par cette tige. Toutefois, & partir d'une certaine

tailtle, qux est fonction du mllleu, ce nombre atteint. un maximun et ne croit

R - ptus, méme si le développement du bourgeon se poursuit.

Dans une seconde série d'experlences, les facteurs phyélques ont

1 été maintenus consfanfs\25°C 12/12) ; seule la compostflon du milieu habituel

varie par la présence de phytohormones (acide glbberelllque ou acide Indo|yl—

ace+|que. ‘Nous avons vu qu'aux faibles doses (10 , 10~ g/ml) I'AG3 favorise
la croissance du bourgeon Tandls que 1A | A |"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 X1,

_ On peu+ donc ihferpréfer les différen+s résultats oBTenus_en
présence des substances de crolssance-: les phytohormones, qui [nhibent le
developpemen+ du bourgeon Telles que 1A' | A par exemple, re+arden+ la

_formaflon des recines.

En conclusion, 1} .2 &té &tabli que |e"boufgeon axillaire induit
la rhizogenéée'des-noeuds de Manioc et que le sucre joue un: réle favorable.
‘dans la reprise d'activité des bourgeons. La partie &érienne de la tige influe
sur la formation des racines. Le retard du début de rhizogendse et la réduc-
tion du nombre mbyen de racines ﬁar explantat doivent étre vraisemblablemen+-

liés & une modification entre .les substances présentes dans la plante et dans




Substance
de
-jcrolssance

‘Nombre de jours

aprés |'ensemencement

Longueuf de la partie

aérienné en cm

Nombre moyen de racines

par explantat

Nombre moyen de feuilles

par explantat

N

1,5 1,2 1,10 -
o 15 2,0 2,4 2
| 1077 grm - ' » |
d'AG, 21 3,0 3,5 2,5 .
30 3,1 4,0 2,8
" 1,0 0 1,1
107 T g/mi 15 1,0 0 11
| dtA A :
e 21 1,5 1,3 1,3
30 1,5 1,3 1,3

CTABLEAU XI[

ERIZ AR INT

Action de |'AG,

ef'de 1AL A sur le développement des-bburgeons de Manioc

cultivé sur un milieu contenant les éléments minéraux de .la solution de Heller

+ 3 % de spccharose.

s
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te milieu, mod{fica+lon qui aglrait sur la cfolssénce de la par+ie.aérlenne

et secondairement sur la rhizogenése el|e-méme.

e ESSAIS DE TUBER|SATION?|N'VITRO.

(232 2 2+t S X 2 2 S R T 2 R R S F R R E R RS Y)

Les expériences décrites precedemmenf ont permis d'établir les
modalités de la formation des racines par des- fragments de tige (noeuds ou
entrenoeuds) de Manioc. Dans les condit+ions normales, les rac1nes du Manioc
sont suSCepflbles de tubériser. Nous pouvions nous demander s'il seraif.
'possiblé'de reproduire ce phénoméne in vitro et d'en établir le déférminJSme.
Afin de hieux jusfifier nos méthodes expérimentales, il convient de-rappeler'
briévement les théories proposees pour expliquer le mécanlsme physlologlque

de la +uber|sa+lon.

A - CONCEPTIONS ANCIENNES ET ACTUELLES DU MECANISME PHYSIOLOGIQUE DE LA

'TUBERISAT|ON

AN

Chez de nombreuses planfes, la tubérisation peuf affecter des organes.
.+rés divers : figes, feuilles, racines qui’ acquierenf I'apfufude 3 tubériser '
aU.COUfS d'une phase’ dlfe d'induction. La phase d'initiation des tubercules
es+ généralement’ consnderee comme le résultat de deux processus : un |
arref d'elonga#lon de I'organe suivi d'une stimulation de ta. croissance en

épaisseur.

1°) Théorie symbiofiQUe et théorie osmo*iqde.:

Noél Bernard (1900), & la suite de ses recherches sur la symbiose
entre les végétaux supérieurs et les bactéries ou les champlgnons, émit I'ldee
que la tubérisation résulte de |'Infection d'une planfe par un champlgnon.
Cette hypothdse a cependant &té abandonnée quand on a pu réaliser la tubérisa-
+ion dans des conditions asepflques. Magrou (1939), a alors !magane que la
tubérisation des stolons était due & une forfe'éonCenfraflén de substances
nufrifives,é leur_exfrémifé, cette concentration augmenfahf considérab lement

.la pression osmotique..
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Werner (1935,.1940), quant & lui, propoée que les facteurs du
“milieu favorables & la tubérisation augmentent le rapport %-; Sa théorie
met |'accent sur le réle des facteurs externes dans la tubérisation.

2°) Role des facteurs climatiques dans la tubdrisation :

.Garner et Allard ¢1923) ont soU|igné I Yimportance de la photopériode
dans la tubérisation. Les Jjours courts sont parfois favorables (Pomme de
Terre Dahlla... . Quelques espéces exigent des Jours Iongs (Olgnons, Echalot- .
te, All...) +and|s que d'autres enfin paraissent indi fférentes a la |ongueur
du jour (lgname...). Certains auteurs constatent le réle de la femperafure
et pensent que ¢ es+ [ 'association d'une température adéquate 2 une phofoperio-
de donnée qui Joueral+ le role essentiel. Ainsl, par exemple, les '
Jours courts et les nuits fraiches sont des conditions optimales 3 ‘une bonne

_induction de la tubérisation chez la Pomme de Terre.

\

3°) Théorie hormonale :

~ Zimmermann et Hitchcok (1936) ont avancé I 'Thypothése que chez le
Topinambour, des subs+ances de nature hormonale, synthétisées par le sommet
de la plante et véhiculées jusqu'aux racines sont résponsablés'de la tubérisa-
tion. Plus récemment, Grégory (1956) montre que chez la Pomme de Terre (variété

s

Kenhebec), la tubérisation est due & un s+imu|ds~syn+hé+isé ou activé dans des

conditions précises de lumiére et de température, puis transporté 3 i'exfrémifé
du stélon ; i1 démontre par des expériences de greffage entre boufures Induites

| e+ non |ndU|+es, que ce stimulus est transmissible.

I't faut toutefois noter que si | 'existence d'un stimulus éapable
d'lndunre fa +uber|sa+|on semble étre prouvee, sa nature n es+ pas encore

eIUC|dee.

De ces dlfferenfes conceptions et de [ensemb le des +ravaux effecfues
Jusqu'ad ce jour sur le sujet et en particulier par Courduroux (1966), Gregory
(1956), Madec (1961),'Perrennec;(1962), Tlzlo (1964), on peu+ retenir les

polnts suivants :
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-les facteurs climatiques jouent un role non négligeable dans la -

tubérisation,

- le deroulemen+ du mécanisme met en evudence deux processus :
une inhlblfion de la croissance axlale et une stimulation de la croissance
en épaisseur, La plupart des auteurs estiment que le ralenflssemenf de Ia

cronssance précéde la tubérisation et seralt |nd|spensab|e a son declenche- :

" ment.

B - EXPERIENCES D'INDUCTION DE LA TUBERISATION "IN VITRO"

Nous avons rechefché les facfeurs'capaBIeS'd'inhiber'ln vffro la
cr0|ssance du -Manioc et d'induire éventuel lement la +uber|sa+|on de ses racunes.
-Pour cela, les entrenoeuds et les. noeuds pourvus de racines néoformées ont
été, soit soumis 3 des condl+|ons physiques dlfferenfes, soit transférés dans
un milieu contenant des retardateurs de crolssance. L'evoluflon des raclnes
a é+é'épbréciée par une étude morphologique'e+_hle+ologique. ' |

Les Temperafures fr0|des (4°C, 10°C) ou les fortes doses d'auxlnes
(10 g/ml) on+ ralenti le developpemen+ des racines des fragmenfs d'enfrenoeuds,
mais, quelles que soient les conditions de I‘experlence, ces racines n 0n+

subi aucune modlflcaflon,.nl dans Ieur morphologie, ni dans leur structure. .

Dans la nature, une phase végétative de 4 3 5 mois;'au cours de
vlaquelle le Manioc synfhe+|se ses réserves, precede la tubérisation ; on peu+

penser que la partie aérienne de ‘1a plante joue un réle dans I'Induc+|on de
la tubérisation. Aprés 3 semaines de culture sur le milieu hab|+uel 3 30°C
et en photopériode de 12/12, photopériode qui d'aprés Bolhuis (1966) est la.
plus.favorable 3 la tubérisation du Manioc, les explantats sont divisés en -
2 lots (figure 9) :. le lot A est placé directement dans différentes conditions
climatiques, les plantes du lot B sont transférées sur un milieu semieliquide
ou liquide, ou sur de la vermicul Ite. Dans ce dernier.cas, les plantes. sont
. arrosées avec une solu+lon:de composition ldentique 3 celle du milieu semi-
liquide ou liqulde ; de plus, pour obtenir un développement normal de la

plante, il est Indispensable de lui assurer une humidi+é convenable. La



plantat cultivé sur milieu

ntenant les éléments de la

ilution de He||§r et 3¢ dgil

iccharose. .

; Fiéuré99m :

L'explantat est soumis directement.
3 différentes conditions physiques.

Transfert en milieu semi-|{quide.

| Transfert en milieu liquide .

Transfert sur de la vermiculite.

Protocole expérimental.
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vermiculite offre |'avantage de permettre réguliérement |'examen des racines
et la remise en place de la plante sans endommager celles-ci. Chaque condition

expérimentale est représentée par 24 échantilions.

1°) Inhibition due aux condl#ibns climatiques :

- — s - s - are —— gy 2} —

Nous avons opéré & différentes +empéra+drés et & chaque température
les lots A et B sont soumis'aux>éclairemenfs suivants : 24 h, 16 h, 12 h, 8 h,
'obscuri+e. | ressort de ces expersences que d'une fagon générale, les
basses +empera+ures ralentissent la croissance des explantats et que ['éclaire-
ment Journal|er ne permet pas, dans les conditions ol nos essais ont e+e

realises, d'lndu1re la +uberisa+Ion (+ableau X,

Les explantats on+ e+e cultivés a des +empera+ures variables
entre le jour (25°C) et la nuit 10°C.

La température froide nocturne ralentlt la croissance de la tige
et de la racine mais ne provoque pas |'accroissement en &paisseur de cette =

derniére.

La température et la-lumiére convenab lement associées ont pu réduire
le développement axlal des planfes mals la plupar+ du +emps cela a entrainé '
leur mort précoce, "

_—

:2°) Inhibition due & |'action des'subsfances.lnhiblfrices de croissance

Les explanfafs sont transférés aseptiquement sur des milieux contenant

des |nhib1+eurs ; {ls sont ensu|+e places_dans dlfférentes conditions phy5|ques.

Le developpemen+ végétatif du Manioc précédant de plusleurs mols-

Ta +uberisa+|on, on peut imaglner que les sucres Jouent un réle dans le

- mécanisme de la +uber|sa+|on.

Les fortes concentrations de glucose ou de saccharose (8, 12 %)
uflllsees afin d'augmenter la pression osmotique du milieu et per+urber ainsi
la crolssance des plantes, n'lndulsen+ pas la +uberisa+lon ; elles accélérent

la nécrose des tissus, provoguent tout au plus un renflement Inhabifuel des
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o Al longement ' o Diamétre moyen Durée
Conditions climatiques|moyen de la Nbre moyen | Allonge des racines moyenne di
artie ag- |4S nou- ment moyen (en ‘mm) ‘survie de
. Durée Eienne'de- velles racipdes racines |- 5 0, ' . 'explanfafg
Température -| journal la tige au |NeS formées)au bout de | sdiqne - |EEtTémité
o AP e |30 jours {30 jours _ R o
d'éclair, Sgﬂis?ghjim aprés le (en mm)
, | transfert
Obs§urife }: 0,6 4 sem.
8 /24 o - _ '
00 ¢ | 12M/24 0 0 -0 0,5
16"/24 | | 0,8 | 5 sem.
24" |
_ Obs§uri+e A} 5 }. 0,6
_ _ 8/24 o o ) A .
15 ¢ | 1224 . o 0 0,5 | 6 sem.
16"/24. } 0 50,8
240 | -
. . L
Obscurité | } 30 1.5 _ @
A , .
8h/24 ; . | croissanc
25° ¢ | 12"/24 | 0,4 0,4 || € PoUT
| 16"/24 } 10 3 28 suit
Coah ) Jusqu'a
_ ce que
—— — < iy
Obscurité } 35 - 1 5 ? apex de
h la tige
| 8"/24 ) , E
30° ¢ 121724 o 1,8 40 0,4 0,4 || Touche.
: h, I o : le
16"/24 | } 20 i 50 .
24D coton

P

TABLEAU X1l :

E=Zstmz==xX

12 /1Z pendant 3 semaines et transférés & 10°C, 15°C, 25°C.

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

la tige et des racines formées sur des noeuds de Manioc cultivés & 30°
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bourgeons apicaux.

L'hydrazide maléique, 1'A M O 16-18 et le C C C ont été i ncorporés

8 éflo_Gg/ml. Dans ces conditions,

au milieu de base & des doses allant de 10~
le dtamétre des racines varie peu, mais ces retardateurs de croissance hatent

Ia-fanaison des feullles et entrainent la mort des plantes.

Selon certains auteurs , les auxines ne joueréien+ pas un réle
.Important dans I'induction de la tubérisation. Tizio (1964) montre qu'elles
interviennent ¢hez la POmme de Terre en angSah+ sUr_les racines. Devant
les échecs ob+enus avec les autres substances, il semblait intéressant de
vérifier si ces hormones peuvent intervenir dans le mécaniéme de la tubérisation

“du Manioc.,

_ L'A | A, utilisé seul, entraine une mort rapide des plah+es. Nous-
I'avons donc associé & la kinétine : en présence de 10_7g/ml d'A | A et de
10—6g/ml de kinétine, les explantats, placés a températire constante (15°C)
et en photopériode 12/12 survivent 4 mois 1/2, résultat jamais obtenu dans
les cas envisagés précédemment. Il y a lieu de dis+inguer les explantats

cultivés in vitro et ceux transférés sur de la vermiculite.

, In vitro, aprés le transfert, la croissance axiale de la tige

- se poursuit trés lentement : 5 mm environ en 2 mois au Ileu d'une mbyenne

de 4 cm chez les témolns non transférés dans un autre milieu et placés

dans des conditions identiques. Le nombre moyen devra¢1hés par plante varie
| peu mais sur une méme plante, certaines racines augmentent considérablement

de diémé+re (1,7 mm environ aprés 4 mois de culture) tandisi:que d'autres

ne subissent aucun changemen% Important (0,5 mm de diahéfre moyen aprés la
méme période.de culture). Ce phénoméne est observé tant en milieu semi-liquide
qu'en milieu liquide ; cependant, dans le'premief'cas (figure 10 "), les
racines "renflées" sont +fapueé-; dans l'autre (figure 11) elles sont allon-

gées et ramifiées.



s\ : .
Figure 10 : explan|a+$ Transfere$ en milieu semi—liqunde confenanf

les enemenfs mlneraux de la solution de Heller + 10~ g/m!
de kinétline et 10 g/ml d'A | A et présentant, apres 3 mois

de culture, des racines. "renflées! "),



';F%gure't1 T EXplénTaT'Trénsféré en milieu liquide contenant les éléments
minéraux de la solution de Heller + 1Of6g/ml de kinétine et
10-79/ml d'A | A'eT’présenTanT, aprés 3mbls de culture,

- des raclnes "renflées"(r).

| S TR -
Figure 12 : Explantat Traﬁsblanfé sur de la vermiculite et arrosé quoti- -

| diennement par une solutlon contenant les éléments minéraux de
la solution de Heller + 10569/ml'de kinétine et ]O’7g/m1 dtA 1 A

et présentant, aprés 3 mois de culture, des racines "renflées'[x).
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La crblssance des plantes cultivées 3 25°C et en photopériode
12/12 sur de la vermiculite et arrosées réguliérement par une solution
contenant 10™g/ml d'A | A et 10" %g/ml de kinétine, s'accéldre au début
du +ransfer+ ; le nombre moyen de feuilles et de racines par explantat est
nettement plus &l1évé que précédemment. Les racines sont plus longues et .
certaines d'entre elles se renflent sur toute leur iongueur aprés 4 mois

de culture (figére 12) (Tableau XV).

Afin de savoir si le renftément des racines observé en présence .
de 10™"g/mt d'A | A ot 10 %g/m! de kinétine correspond & un début de tubéri-
safioh ou résultatt simplement de I 'action tératogéne des facteurs de

~croissance, nous- avons eu recours & des observations histologiques.

- Les coupes des racines témoins (Planches | et Il) montrent une
structure primaire typique comprenant un épiderme, un parenchyme cortical
formé de grandes cellules occupant la plus grande partie de |'écorce, un

endoderme,. un péricycle, 5 faisceaux |ibéro-ligneux alternés.

La structure des racines "renflées".obfenues en tube sur milieu
semi—liquide (PLanéhe I11) ne présente pas de formations secondaires malgré
I'4dge de 1'explantat (4 mois I/Z)f Toutefois, le parenchyme cortical est
plus développé ; illest constitué de cellules trés grandes & parois minces,
‘sans cristaux. d'oxalate. Les cel]dles les plus internes du parenchyhe_sonf

moins grandes et la structure du cylindre central est normale.

Cette structure, malgré la prolifération ceilulaire du parenchyme
ne correspond pas & celle d'un jeune tubercule car, la tubérisation du

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

Nous pouvons donc conclure que -le renflement obtenu dans ces
cas est une conséquence de 1'action de la kinétine et de I'A' | A sur les

tissus superfidiels des racines.

La structure des racines "renflées" obtenues au bout de 4 mois
1/2 sur de 1a vermiculite est totalement différente : en effet, une coupe
transversale de ces organes (Planches |V et V) montre des formations secondai-
res subéro-phel lodermiques, un parenchyme amylifére, un phloéme secondaire
peu important, un parenchyme |lgneux secondaire cellulosique, trés riche.

en amidon.



MIDIEU SEMI-LIQUIDE MILIEU LfQUIDE - VERMICULITE
_ - _ - s*accé!ére au début
Crolssance axlale | : trés ralenfle _ | trés ralenflg mals se ralentlt par
la suite
Allongement moyen de la
partle aérienne de la tige o | | | -
‘au bout de 4 mols (en mm) 24 ’18’7_- ' -l 68
Nombre moyen de feullles _ .
: o ' 4,5 - | e o 10,4
dénombrées au 4é&me mols - S ' .
Nombre moyen de planfés
présentant des racines o
1 " o . .
renflées | | 10 . g : 14
(moyenne sur 24 tubes ou | ‘ :
pots de vermiculite)
Nombre moyen de racines . _ _ o
"renflées" par plante 2,3 N 3,2
au bout de 4 mois - o o |

TABLEAU Xv, .: Actlon de 107/ g/ml d'A | A et de 10°° g/ml de kindtine sur le développement des racines

d'explanfafs +ransféres en mllleu seml-llqulde, Itqulde ou sur de la vermicullte et pleﬂes

25°C et en phofoperlode 12/12 '
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PLANCHE I : Coupe transversale d'une racine‘fémoin non "renflée", néofor-

mée.in vitro.

en : endoderme.
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: Coupe transversale d'une racine témoin non "renflée",
) f 2

PLANCHE x|

e e e

nédformée in vitro.



. Te

PLANCHE 111

_. 61  '

IR

: o /
‘:%‘331"“""33":’-"'31 )
S3s QN OOy g Uity ent
PROCPA B PITR A o
TROPIL Sy e
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PLANCHE  IWME ¢ Coupe transversale de jeune tubercule de Manioc.
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Le renflément~des racines obtenu sur les plantes cultivées sur

de la vermiculite correspond donc_bien_é un début de tubérisation.




T “C’ONCLUSION -
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Notre but étalt d'étudier le comportement des +Issus de Manioc
culflves In vitro et d'en+reprendre .des recherches prel|m|na|res sur Ie'

mécanisme de la +uber|sa+|on de ce++e plan+e. o

Nous avons monTré que les fragments d'eh+renoeuds on+_un'beso|n
absolu de sucfe et de facteurs auxiniques pour produire des racines. Ce
role du sucre et des auxines dans la rhizogenése est connu chez de nombkeuées
plantes. Bouillenne e+-Wen+'(19335'|'on+ démontré pour les plantules de
Balsamine, Went et Thimann (1937) pour les épfcofyles de’PoIs,'Spanjesberg
et Gautheret (1963) pour les explanTafs de Topinambour; Stoltz et Hess
(1966)_I'on+fcoﬁfirmé par des expériences de:ligafures de Boufufes. Ce
- procédé leur permettait d'arréter un certain nombre de substances rhizogénes
transportées par le phloéme ; au niveau de 1a |igé+ure, ils mirent en

évidence des gluclides et des auxines.

Les explantats de Manioc sont plqs rhizogénes en présence de .
saccharose. Leroux (1971) a trouvé des résultats identiques pour les fragmeﬁ+s :
de tige de Pois, mais, i1 faut signaler que 1'influence de la na+ure.du sucre
. dépend des espéces étudiées :en effet, avec les fragments de +Ubercules
de Topinambour (Spanjersberg et Gautheret, 1963), le saécharose n'est pas

le sucre le plus efficace.

La néoformation des racines sur les fragments d'entrenoeuds de
Manioc est nettement polarisée, ce qui confirme le transport polarisé bien

connu de |'auxine. L'A N A se révéle plus énergique que I'A 1A,

La température optimale pour la prolifération cellulalire et la rhizo-
genése du Manioc est de 30°C, mais, le potentiel rhizogéne des explantats
s'exprime mieux lorsque ceux-ci'son+ placés d'abord 4 25°C pendant une -
semaine avant d'&tre transférés & 30°C. L'action de la température semble donc
plus efficace aprés la mise en place des assises génératrices néoformées au
sein des tissus. Cecl est en accord avec les travaux de Gautheret (1968) sur
I'influence de la +empéra+ure sur la néoformation des racines de tissus de’
Topinambour . o '

Sucre et auxine sont donc. des facteurs indispensab]eé ala rhlzogenéSe-
des fragments d'en+renoeuds. Les conditions physiques n 'interviennent que pour

réduire ou exal+er le phénoméne,
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_ Par contre, le développement des bourgeons'e+ des racines:au niveau
des noeuds n'exige aucun facteur de croissance dans ' le milieu ; le b0urgéon
induit la néoformation des racines, ce qui est conforme aux notions clasélques;

Le sucre favorise la reprise d'activité des bourgeons et hate

['apparition des.raclnes. Il a &t8 &tabli également que la partie aérienne
produite in vitro par le noeud, joue un réle dans la rhizogenése et que la
température la plus efficace pour la croissance des explantats est de 30°C.
Lorsqu'on introduit des substances phyfohormonales dans ile mllleu de culture,
celles-ci modifient la croissance de la tige, ce qui entratne secondairement une

influence sur la rhizogenése.

Les résuitats de nos observations qui ont porté sur ta rhizogenése
des fragments d'entrenoeuds ou des noeuds de Manioc ont, dans leur ensemble,

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

précisen* néanmoins les conditons optimales de culture pour Manihot esculenta
Crantz (variété 1151). ' '

Ayant déterminé les modalités de la rhizogenése, nous avons -entre-

pris des expériences sur 1'induction de la tubérisation des racines obtenues.

Les travaux consacrés au mécanisme physiologlque de la +ubérisa+lon
~démontrent, en particulier, un antagonisme fondamentai entre la croissance
axiale de la plante et |'accroissement en:épalsseur des organes suséeptibles
de tubériser. Nous avons donc recherché les facteurs capables d'inhiber in vitro
e développement du Manioc. Des exper|ences de transfert étaient indispen-
sables, puisqu'il fallait obtenir dans un premier temps les racines, pUTS

ensuite essayer d'induire la tubérisation.

Les entrenoceuds pourvus de racines n'ayant donné aucun résultat,
nous avons expérimenté avec des plantes entidres obtenues in vitro & partir

‘des noeuds.

.

Les différentes conditions phofopérlodfques ou thermopériodiques
ou les inhlblfeurs ont, parfois, réduit la croissance axiale des plantes
mais 11s n'ont dans ces cas, entratné qu'un renflement de |'extrémité de la
racine puis un dépérissement de la plante. Le falf,que le Manioc est essentiel-

lement une plante tropicale justifie |'action néfaste des basses températures.



Seule I'action combinde de I'A | A (10°7) et de la kintine (10”8,

mlf a prévdqué un accrolssement de taille important des racines +ah+ en milieu
semi-liquide, liquide que sur vermiculite., L'étude hisfologfque de ces

racines "renflées" et des racines témoins obtenues in vitro indique qu'en -
milieu semi-liquide et liquide, le renflement constaté provient piu+6+ de
i'acffon tératogéne des phyfohormbnes et de |'éc+ion néfaste du milieu Iidulde.
Les racines "repflées" ob+enues sur vermiculite présenfénf par conffe une

structure typique de jeune fuberéule.

_Céé différents rééulfafs préliminaires & | tétude de 1a fubérisa+ion
suggérent plusieurs‘réflexlons : 11 Impor+e de perfecfionnef les techniques
“afin de réduire ou de sﬁpprimer les +rauma+lsmes dus au transfert et les éffe#s‘
néfastes des milieux liquides. Le falt que les en+rénoeuds'pourvus de racines
n'aient donné aﬁcune raclhe "renflée" permet de penéer qﬁe la partie aérienne

joue un rdle important dans' le phénoméne de tubérisation.
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