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RESUME

Les techniques de multiplication peu amélioréesndmioc associées aux problemes de
maladies bactériennes et virales participent &daession de son rendement. Le but de
cette étude est d’analyser le comportement de datigtés de manioc en cultuire
vitro puis l'impact de cette technique sur la qualité'd@®©N des vitroplants. Les
explants sont donc cultivés sur quatre milieux ayaur base le milieu de Murashige et
Skoog additionnés d’ANA (Acide o-Naphtaléne Acétique) et de la BAP
(Benzylaminopurine) suivi de I'extraction de leubN. Des deux variétés utilisées, la
TMS 30572 a été celle qui répond la mieux aux tkffés parametres de croissance
L’analyse moléculaire des ADN totaux des plantesesi@t des vitroplants révele que
la culturein vitro n’influence pas le génome du manioc.

Mots clés : Culturen vitro ; Biologie moléculaireManihot esculenta ANA ; BAP ;
ADN.

ABSTRACT

The techniques of multiplication little improved chrassociated the problems of
bacterial and viral diseases take part in the ssipa of its output. The aim of this study
is to analyze the behavior of two varieties of esa#n vitro culture then the impact of
this technique on the vitroplants DNA quality. Tésgplants are thus cultivated on four
media having for base Murashige and Skoog combii#dNAA (Naphthalene Acetic
Acid) and BAP (Benzylaminopurine) follow-up withelextration of their DNA. Of the
two varieties used, the TMS 30572 was that whictwens best the various parameters
of growth.The molecular analysis of the DNA totals the plant-mothers and the
vitroplants reveals us th#te in vitroculture did not influence the genomeMénihot
esculenta

Keywords:In vitro culture,molecular biologyManihot esculentaANA, BAP, DNA,

1- INTRODUCTION périodes de sécheresse et de famine, s'est
récemment avéré étre a la fois un aliment de
Le manioc Kanihot esculenteCrantz), est base et une culture rentable a [I'échelle
une plante herbacée a racines tubéreusesgustrielle  dans  I'économie  mondiale
amylacées et a tige noueuse. Il est adopté (AERNI, 2006). Culture de subsistance a
I'origine comme une nourriture de réserve poutorigine, le manioc tend a devenir une culture
les temps de famine car il constituait uneommerciale comme le coton, le café, le

source alimentaire plus fiable pendant lepalmier a huile, etc., et procure des revenus
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substantiels aux producteurs. Plus de 72% de &€ utilisé. De méme les régulateurs de
production des ménages est vendue contre 678toissance tels que I'ANA; le 2,4-D, la kinétine
pour le mais (NWEKE, 1996). et la BAP ont été testés aussi bien sur le
débourrement que sur l'organogenése des
Malgré cette importance, le manioc reste l'uneariétés. Cependant, peu de travaux ont pris en
des rares cultures dont les techniques culturalesmpte les gammes de concentration d’ANA et
ont connu tres peu d’amélioration. Le maniocle BAP. S'appuyant sur les résultats de ces
est une culture a propagation végétative sehercheurs, nos travaux visent a optimiser les
caractérisant par un faible taux deeffets de différentes concentrations d’ANA et
multiplication. Ainsi, une bouture (25 a 30 cmde BAP sur la culturé vitro de deux variétés
de longueur) mise en terre donnera quelqueke manioc puis identifier I'impact de cette
dix boutures aprés douze mois, ce quiechnique sur la qualité de 'ADN sur les dites
correspond a un taux de multiplication de dixvariétés.
Cette valeur est d'autant plus faible si on la
compare a celle du mais ou un épi peut port&y. MATERIEL ET METHODES
environ 300 grains (OTOO, 1990). Dans la
plupart des régions, quelques efforts sonte matériel végétal utilisé est constitué de deux
entrepris pour préserver les segments de tigeariétés améliorées de manioc telles que la
de manioc aprés la récolte des racines (EKE®2B/0057 et la TMS 30572 dont les boutures
OKORO etal., 2005). La culture du manioc sesont collectées au Centre de Recherche
trouve-t-elle confrontée a d'autres séries d@gricole Sud basé a Niaouli qui est une
contraintes telles les maladies virales estructure de I'Institut National de Recherche
bactériennes, les attaques par les ravageurs, J&gicole du Bénin (INRAB). Les boutures
facteurs agronomiques, édaphiques et socieollectées sont désinfectées a laide du
économiques qui conduisent a une insuffisana@éthylthiophanate 70% avant d’étre mises en
de matériels de propagation. Une étude mengmts. Des plantes méres obtenues aprés la
par DICKSON (2003) au Nigeria a montréculture dans la serre sont prélevées des
gu'un manque de boutures saines était de lowicroboutures (explants) portant. Les explants
le probleme le plus important des systémes dsont immergés a I'éthanol 70 pendant 5
production de manioc, suivi des faiblesminutes puis dans une solution de chlorure
rendements en racines fraiches. Le recours awxercurique (0,01%) a laquelle on a ajouté
techniques de culturein vitro pour la quelques gouttes de tween 20 a 10 minutes. lIs
production en grande quantit¢ s’avéresont ensuite soumis a trois ringages successifs a
indispensable pour une régénération normalgau distillée stérile sous une hotte a flux
en plein champ. La propagation des planteaminaire horizontal. Les explants sont
identiques a celle du départ permet densemencés et mis en culture dans une salle de
constituer des collections de plantes-méres, deslture, & une température de 27 + 1°C, une
variétés nouvellement introduites, programmephotopériode de 12 heures d’éclairage par jour
des cultures tout au long de I'année. Elle a fadous une intensité lumineuse de 6000 lux.
I'objet de plusieurs publications sur le manioc] 'humidité relative de la salle est de 80%.
'ocimum, ligname (AHANHANZO et al.,
2008 ; 2009; 2010) et |le bananierLes milieux de culture utilisés ont pour base le
(GANDONOU et al., 2012). Cependant milieu de Murashige et Skoog noté MS, auquel
quelques inquiétudes se posent quant a st ajoutée une combinaison de régulateurs de
conservation de la quantité et la qualité deroissance. Quatre milieux de culture variant
I'ADN des plants aprés cutuie vitro. Pour les par leur concentration en ANA et en BAP sont
techniques d'initiation (CACAI edl., 2012) de testés. Le milieu M1 étant un milieu témoin, il
micropropagation (AHNAHANZO et al., est sans régulateur de croissance. Le milieu
2008); de conservation (MABANZA, 1981) etM2: MS + 0,01mgf (ANA) + 0,05 mg*
de sanitation (WASSWA eil., 2010) le milieu (BAP) ; le milieu M3 : MS + 0,02 mgl (ANA)
de base de MURASHGE et SKOOG (1962) & 0,1 mg1l (BAP) ; M4 : MS + 0,075 mgll
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(ANA) + 0,375 mgl* (BAP). 'ADN est recueilie dans de nouveaux
eppendorfs. A volume égal, I'ADN est
Les extractions d’ADN des deux (2) variétés d@récipité avec de l'isopropanol froid (-20°C) et
manioc (plantes-meéres et vitroplants de chaque pelote d’ADN est séchée a lair libre. La
variété) ont été faites. Le protocole utilisé espelote seche est reprise dans le Tris EDTA
celui décrit par GAWEL et JARRET (1991) et(TE). La vérification de la quantité et de la
modifi¢ par AGBANGLA et al, (2002) qualit¢ de I'ADN extrait est faite par
utiisant comme tampon de lyse le MATAB électrophorése sur gel d'agarose a 1%.
(Mixed  Alkyl  Trimethyl ~ Ammonium
Bromide). 0,2 g de jeunes feuilles de chaque’ADN est amplifiée dans une solution de 25ul
échantillon sont broyés dans 2 mL du tamponoonstitué de 2,5 ul de tampon ; 3 ul d’ADN ;
Tris-EDTA-Sorbitol dans un mortier. Le broyat1,25 ul de chlorure mercurique (Mg} 0,75
recueilli dans un eppendorf est centrifugé @l de dNTP (dinucléotide triphosphate) ; 2,5 ul
10.000 tours/min pendant 10 min a 4°Cd'amorces (F, R) et 11,75 pl d'eau ultra pure.
L'excés du tampon constituant le surnageart’amplification s'effectue dans un
est éliminé aprés centrifugation. Au culot esthermocycler (PTC- 108 Programmable
additionné 750 pL du tampon de lyse MATABThermal Controller, MJ Research, Inc). Le
a 4% préchauffé a 65°C. Ce mélange eshermocycler fait un premier cycle a 92°C
maintenu au bain marie a la méme températupendant 4 min, 34°C pendant 1 min et 72°C
(65°C) pendant 1H 30min avec agitation douc@endant 2 min pour la dénaturation, le circuit et
par retournement inversion-réversion toutes lda fixation des amorces. Il est ensuite
10 minutes. Les échantillons sont apréprogrammé pour 44 cycles a 94°C pendant 1
refroidis a la température ambiante emin, 35°C pendant 1 min et 72°C pendant 2
additionné chacun de 750 pL de Chloroformenin. Il est suivit d’'une étape finale de 10 min a
Iso-Amyle Alcool (CIAA) 24:1. Une 72°C. Les produits PCR ainsi obtenus subissent
centrifugation a 10.000 tours/min (photo 15Jne électrophorése sur gel d'agarose 2%. Dans
pendant 15 min a 4°C permet de séparer leotre étude, deux (2) amorces ont été utilisés.
mélange contenu dans chaque tube en troi® séquence de chague amorce est consignée
phases. La phase supérieure aqueuse contendans le tableau |.

Tableau | : Séquence des amorces microsatellilesas.

PRIMERS SEQUENCES MOTIF

EME 489 F.CAATTGCTACAATGAAGAACG | TTTC4 + AT5
R:CATCGCGTGATTTGGTACAA

EME 708 F:AAGACACAAGAAGGGCAATG | (TC)3(AT)3
R:GATCACACTGAACTAAGGCA

Les parameétres tels que le nombre de feuilles ainsi que les interactions entre les différents
le nombre de racines sont relevés chaquearametres.

semaine de culture et ce, jusqu'a la septieme

semaine. Par contre, la longueur moyenne de 88 RESULTATS

pousse, est évaluée a la fin de la septieme

semaine. Les résultats relatifs a la phyllogenése sont
Pour les analyses statistiques, le logicigbrésentés sur le graphe de la figure 1. Ces
STATISTICA 6.0 a été utilisé. Une analyse deésultats montrent que le nombre de feuilles
variance factorielle a été réalisée avec umugmente progressivement de la premiére
intervalle de confiance de 95%. Elle a permisemaine (S1) a la septiéme (S7)
de déterminer les moyennes, les probabilitéddépendamment du milieu et la variété. Ainsi,
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sur le milieu témoin (MO0), les moyennes lesvariété et temps sont trés hautement
plus élevées de phyllogenése des variétésgnificatifs (p<0,001) et le facteur milieu est

92B/0057 et TMS 30572 sont respectivemertreés significatif (p<0,001). Par ailleurs, I'effet

(4,9) et (5,5); au niveau du milieu M1, ellescombiné de la variété et du milieu sur le
sont respectivement (2,8) et (4,8); pour lmombre de feuilles est trés hautement
milieu M2, (1) et (5,3) et enfin pour le milieu significatif (p<0,001), tandis que linteraction

M3, (1,2) et (5). Des deux variétés, la variét&ntre la variété et le temps influence moins
TMS 305072 est celle qui présente la moyenn@@<0,001). Par contre, I'effet combiné des trois
la plus élevée de feuilles et ceci quel que soit eariables (variété, milieu et temps) n'influence
milieu de culture testé. pas le nombre de feuilles (p = 0,9).

L'analyse de variance révele que les facteurs
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Figure 1 : Effet combiné de variété, milieu et tasmspr la phyllogenése

Les résultats relatifs a la formation des racinesioyenne maximale de 1,2 obtenue a la
sont présentés dans le graphe de la figure @eptieme semaine. Le milieu M2 présente des
Ces résultats montrent que le nombre deésultats peu similaires au milieu M1, ou on
racines varie en fonction des différents miliewnote également que seule la variété TMS 30572
testés. Ainsi, pour le milieu MO, les moyennes donné de racine avec la moyenne la plus
racinaires les plus élevées enregistrées pour lékevée (0,3) plus faible que celle du milieu
variétés 92B/0057 et TMS 30572 sontprécédent. Par contre, au niveau du milieu M3,
respectivement 3,7 et 2,3. Sur le milieu Mlaucune des deux variétés n'a donné de racines,
seule la variété TMS 30572 a donné de racinleur moyenne est donc nulle.

et ce, a partir de la cinquieme semaine avec une
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L'analyse de variance révéle que les facteulda rhizogenése (p = 0,1) ; ainsi que celle des
milieux et temps sont trés hautementrois facteurs (variétés, milieux et temps) (p =

significatifs  (p<0,001), ainsi que leur 0,02). Par contre, linteraction des variables

interaction ; alors que le facteur variété ne I'estariétés et temps n'influence pas la rhizogenése
pas (p = 0,66). Aussi, I'effet combiné entre Iap = 0,97).

variété et le milieu influence significativement
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Figure 2 : Effet combiné de variété, milieu et tenspr la Rhizogenése

3.2 Influence de la culturein vitro sur le autres échantillons. Par ailleurs, la pelote
génome du manioc d’ADN des plantes-meres est largement
Aprés le broyage du matériel végétal, il a étbeaucoup plus importante que celle des
constaté que les échantillons des vitroplantgtroplants. La vérification de '’ADN a travers
cultivés sans régulateur de croissance ot migration des différents échantillons sur gel
présenté par leur coloration vert foncéd'agarose a 1% est présentée dans la figure 3.
beaucoup plus de chlorophylle que les quatre
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PM VP VP

Figure 3: Electrophorégramme montrant la migratled’ADN total

PM : ADN de Plante-meére (1 : TMS ; 2 : 92B/0057[ VADN de Vitroplants
(3et5:TMS; 4 et6:92B/0057)

L'électrophorégramme de la figure 3 montremarqueurs microsatellites (SSRs) EME 708 et
gu'aussi bien les plantes-meres que |eEME 489 a permis de comparer le génome des
vitroplants ont permis I'extraction d’'une bonnevitroplants a celui des plantes-meres. La
guantité et d’'une meilleure qualité d’ADN. Lamigration des produits d’amplification sur gel
concentration en ADN des échantillons est'agarose a 2%, est présentée par la figure 4.
grossierement évaluée par lintensité dekes bandes obtenues apres [utilisation des
bandes obtenue. Plus la bande est intense plidsux marqueurs (EME 708) et (EME 489) sont
'extrait est concentré en ADN. A restées identiques aussi bien chez les plantes-
I'observation, les échantillons 1 et 2 de laméres que le vitroplants. Les résultats obtenus
plante-mére des variétés TMS 30572 ed travers cette amplification montrent que les
92B/0057 apparaissent plus concentrés que léshantillons ayant migré en présence du
autres échantillons issus de leur vitroplantsnarqueur EME 489 ont une taille beaucoup
respectifs. plus petite que ceux du marqueur EME 708, car
la distance D2 et grande que la D1. Toutefois,
L’amplification PCR de 'ADN des différents la qualit¢é d’ADN de ces échantillons ne
échantillons (1,2, 3,4,5,6) de maniogrésente aucune différence.
(Manihot esculenta Crantz) par deux
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PM VP VP

A B

Figure 4 :Electrophorégramme des produits d amplification avec EME708 (A) et EME
489(B)

4. DISCUSSION (2007) ont montré que les combinaisons
(Kinétine (3mgf) ; AIB (3mgl™) et (Kinétine
Les régulateurs de croissance (BAP et ANA{1mgl'); AIB (5mgl* ) favorisent nettement
utilisés dans les différents milieux de culturd’expression du feuillage sur milieu MS.
ont une action significative (p<0,001) sur la
formation de feuilles chez les deux variétédes résultats obtenus au cours de I'étude ont
testées. Cependant, la comparaison entre |8gssi montré que la prolifération des racines et
variétés 92B/0057 et TMS 30572 montre que l&eur développement sont trés prononcés dans le
variété 92B/0057 est la plus sensible a I'actiomilieu MO (milieu témoin). En effet, ces
d’auxine et de la cytokinine. Ces résultatgésultats montrent que le nombre élevé de
confirment ceux obtenus par AHANHANZO etracines serait li¢ a I'absence de régulateurs de
al., (2010) qui ont montré que la BAP acroissance. Ainsi, un milieu sans régulateur de
provoqué une augmentation significative difroissance est avantageux pour la rhizogenese
nombre de feuilles chez deux variétés€hez ces variétés de manioc. Les travaux
d'ignames. La différence du nombre de feuilleprésentés par BENDERRADJI &k, (2007) et
observée entre les deux variétés 92B/0057 &HANHANZO et al,. (2009) confirment ces
TMS 30572 est similaire a celle observée paiésultats. En effet, selon eux la dilution de
MABANZA et al., (1990) qui ont montré que moitié du milieu MS dépourvu de régulateurs
le phyllogenése et la croissance d’'un clone dée croissance est souvent avantageuse pour
manioc étaient plus rapide dans le milieu M153nduire la formation des racines. Aussi, selon
que le milieu M1. Par contre, les résultatd’l ULCHETSCHI et al., (1995) une faible
présentés par KBIACH efl, (2002) ont concentration ionique du milieu de base
montré que la BA (Benzyl-Adénine) appliquéestimule mieux la formation des racines. Cette
a une dose de 1GM stimule linduction de faible prolifération racinaire peut avoir comme
plusieurs bourgeons par nceuds avec de petiteggine I'explant ou la présence dans le milieu
feuilles alors qu’a plus faible dose de BA, il y ade base, des substances chimiques inhibitrices
induction d’un bourgeon a un seul nceud avede la morphogenése. La production de telles
des feuilles de morphologie normale. Desubstances a été montrée dans la cultare
méme, les travaux de BENDERRADJI at, vitro de Allium spp. etDaucuspar GRANT et
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al., (1990). Ces substances chimiques seraie(2010), quant a eux ont montré que les
plus excrétées par I'explant en présence d'ur@antules de grande tailles ont été observées sur
forte dose de régulateurs de croissancées milieux enrichis avec les vitamines MS quel
Cependant, PELACHO efal.,, (1991) ont que soitle cultivar et le mode d'éclairement.
expliqué que l'augmentation de la rhizogenése

pourrait perturber ou retarder la microtu-Par ailleurs, AMMINATO (1984) a fait
bérisation, et que le faible poids des racineeemarquer que les auxines (AIA, ANA, AIB)
favorise la microtubérisation. Notre étude autilisées a concentration élevée répriment la
révélé qu'en absence de régulateurs deroissance de la pousse chizzbulbifera Les
croissance, la longueur moyenne de la racim@sultats des travaux de MONTCHO (2004) ont
est plus élevée pour la variété 92B/0057, tandmontré que la BAP comparée a la Kinétine a
que celle de TMS 30572est obtenue sur ldonné de meilleurs développements des
milieu M1. Ces résultats confirment ceuxpousses chez des variétés d’ignames du Bénin.
obtenus par CACAI etal, (2012) sur

différentes variétés de manioc qui ont montr&elon SALEIL etal., (1990), la composition
gue l'allongement de la racine est fonction deminérale du milieu joue un rdle non
différentes combinaisons hormonales et de laégligeable sur le développement et la
variété mise en culture. multiplication des pousses.

La longueur de la pousse s’est beaucoup plles résultats relatifs a la conformité du matériel
exprimée chez la variété 92B/0057 et sur leégénéré in vitro montrent que le profil
milieu M2. Ceci montre que la longueur de laélectrophorétique des ADN totaux des plantes-
pousse est fonction du milieu de culture et donméres comparativement a ceux des vitroplants
des régulateurs de croissance. Ces résultasr gel d’agarose ne montre aucune différence.
confirment ceux obtenus par NDOUMOU etDe méme, la migration des produits
al., (2003) suirvingia gabonensishez qui on d’amplification PCR obtenus aprés ['utilisation
note un accroissement de 3,1 cm a 3,5 cmde deux marqueurs moléculaires (EME 708 et
partir de 2 ou 3 mg/l de Kinétine. 489) ne révele aucun polymorphisme au sein
des plantes-méres d'une part et ceux des
Par contre, CACAI etal., (2012) ont montré vitroplants d’'autre part. Ainsi, on pourrait
dans ses résultats que les variétés de maniaffirmer donc que les manipulations vitro
(Ibadan et Ahouandjan) ont eu une meilleur@’'ont pas une incidence sur leur génome des
croissance sur le milieu contenant I’ANA seulvitroplants. Ces résultats sont similaires aux
Aussi, selon BRHADDA etal.,, (2003), le résultats des travaux  obtenus par
milieu de culture a aussi affecté significa-AHANHANZO et al., (2009) chezOcimum
tivement la longueur des pousses et ceci aprgsatissimum
deux subcultures successives. KONE agt
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