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RESUME

Au cours de la derniére décennie, les accessions du manioc de la République Centrafricaine ont fait
I’objet de nombreux travaux entre autres les cultures in vitro et la micropagation. Cependant les plants issus de
la culture in vitro nécessitent une période d'acclimatation avant leur transfert en champ, d’ou I’intérét de cette
étude dont I’objectif était d’évaluer I’effet de la qualité du sol et des facteurs de croissance sur I’acclimatation.
Des explants de jeunes pousses obtenus a partir de la culture des segments nodaux sous serre étaient transplantés
dans des tubes a essai contenant le milieu MS et placés dans la salle de croissance. Les microboutures issues de
la culture in vitro ont été traitées avec des phytohormones de croissances et repiquées dans des bacs de culture
contenant le fumier et le sol et replacées sous serre. En outre, les plantules issues de la culture in vitro ont été
transférées ex vitro en entier dans des pots de culture contenant le fumier et le sol pour suivie sous serre. La
micropropagation ex vitro a montré le meilleur taux de survie dans le fumier que dans le mélange respectivement
de 90% et 45%. Une meilleure croissance en hauteur a été révélée dans le fumier que dans le sol avec
respectivement 2,68 cm et 1,05 cm. Ces observations étaient également confirmées par le plan d’expérience de
transfert ex vitro des plantules entiéres dans les pots. Les données auxiniques sur le fumier ont révélé que I’ Acide
Indole-3-Acétique (ANA) semble étre plus indiquée pour I’acclimatation que Acide Indole-3-Butyrique (AIB)
et Acide a-Naphtaléne acétique (ANA). Cette technique développée sur une accession de manioc pourrait étre
étendue a d'autres accessions et d’autres espéces végétales d’intérét agronomique.
© 2022 International Formulae Group. All rights reserved.
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Optimization of the acclimatization of cassava (Manihot esculenta Crantz) of
vitroplants of Central African Republic by the ex-vitro culture method

ABSTRACT

Over the last decade, cassava accessions in the Central African Republic have been the subject of
numerous studies, including in vitro culture and micropagation. However, the acclimatization of in vitro-grown
plantlets to an ex vitro environment by gradually weaning them towards ambient relative humidity for the better
survival of young and physiologically sensitive plantlets. This study therefore aimed to evaluate the effect of soil
quality and growth factors on acclimatization. Sprouted shoots obtained from greenhouse nodal segment culture
were transplanted into test tube containing MS medium were incubated in a controlled growth room.
Microcuttings from in vitro culture were treated with growth phytohormones and transplanted in culture trays
containing manure and soil and placed in the greenhouse. In addition, the seedlings from in vitro culture were
transferred ex vitro whole into culture pots containing manure and soil for follow-up in the greenhouse. The ex
vitro micropropagation showed the best survival rate in manure than in the mixture of 90% and 45% respectively.
Better height growth was revealed in manure than in soil with 2.68 cm and 1.05 cm respectively. These
observations were also confirmed by the experimental design of ex vitro transfer of whole seedlings in pots. The
auxin data on manure revealed that Indole-3-Acetic Acid (IAA) seems to be more suitable for acclimatization
than Indole-3-Butyric Acid (IBA) and a-Naphthalene Acetic Acid (NAA). This technique developed on a cassava
accession could be extended to other accessions and other plant species of agronomic interest.
© 2022 International Formulae Group. All rights reserved.
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INTRODUCTION diversité agromorphologique et génétique et
Le manioc (Manihot esculenta Crantz) surtout I’impact des maladies dont la mosaique
est un arbuste pérenne dont la culture est du manioc (Atlas RCA, 2008 ; Kosh-Komba et
importante pour les pays tropicaux et al., 2013 ; Yandia et al., 2015). Les niveaux de
subtropicaux d’Afrique et d’Amérique latine sensibilité de la tolérance et de la résistance de
(Vernier et al., 2018). Il contribue a la sécurité certaines accessions ont fait I’objet de plusieurs
alimentaire et aux revenus des populations de travaux. Des techniques in vivo et in vitro ont
ces régions (Tize et al., 2021). La production été initiées pour contréler cette maladie.
du manioc se situe a la cinquiéme place dans La micropropagation est une technigue
les statistiques mondiales apres le blé, le riz, le recommandée et testée qui permet une
mais, la pomme de terre (Yéo 2007). Malgré sa multiplication rapide de clones en une courte
grande capacité d’adaptation a différentes durée et dans un environnement contrdlé et
conditions écologiques le manioc est trés stérile (Mvé et al., 2011). Cette technique
vulnérable aux maladies et aux ravageurs, qui nécessite plusieurs étapes qui peuvent étre
baissent fortement la production (Ambang et résumées en la phase d’initiation de culture in
al., 2007, IFAD, 2008). vitro et d’acclimatation sous serre avant le
En République centrafricaine (RCA), le transfert en champ. Plusieurs cultivars de la
manioc est une culture vitale, car il constitue RCA ont fait ’objet de culture in vitro
I'aliment de base de 95% de la population avec permettant d’évaluer les conditions opératoires
une production de 692 002 tonnes de cossettes et les performances agronomiques en analysant
en 2018 (FAO/PAM, 2019). Son importance le taux de survie, la taille, les racines et le
sur le plan alimentaire et économique a attiré nombre de feuilles (Zinga et al., 2016).
I’attention de la communauté scientifique Cependant, I'acclimatation des vitroplants a la
centrafricaine qui a commenceé depuis quelques sortie du laboratoire reste une étape difficile a
décennies a réaliser des travaux d’intérét a maitriser et qui varie en fonction de la
I’amélioration de sa culture et sa spécificité de chaque accession. Au cours de
transformation. Ainsi, une série des travaux ont I'acclimatation, plusieurs paramétres, a I’instar
été réalisées entre 2008 et 2020 sur la de la température, de I’eau, de la qualité du
cartographie des zones agro-climatiques, la substrat font I'objet d'une attention particuliere.
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Des travaux menés par une étude
comparative de I’acclimatation du manioc sous
serre et en milieu réel en tenant compte du taux
de survie, du diameétre de la hauteur de
vitroplants ont montré des différences
significatives en fonction des cultivars (Cacai
et al., 2013). Le transfert des vitroplants de
manioc dans des sachets contenant un mélange
de sciure de bois et du sable stérilisé et transfert
dans un bac de sevrage a 50 % d’ombre ont
également montré un résultat prometteur
(Valam et al., 2021). Une autre étude sur le
bananier a montré ’effet de la fluctuation des
températures et des quantités en eau sur le
vitroplant du bananier (Mazinga al., 2014).
C’est dans cette perspective que cette étude a
été menée, dans le but d’évaluer I’effet de la
qualité du substrat, précisément du sol et des
phytohormones sur I’acclimatation d’une
accession du manioc.

MATERIEL ET METHODES
Matériel biologique

Le matériel biologique pour cette étude
était constitué de 1’accession du manioc
«Yalipé » bien connu en RCA, c’est une
accession a haut rendement, avec un cycle de
12 mois avant maturité, sensible a la maladie
de mosaique du manioc et cultivée sur toute
1I’étendue du pays. Cette accession a été choisie
par rapport aux résultats des travaux antérieurs
réalisés par 1’équipe du Laboratoire des
Sciences Biologiques et Agronomiques pour le
Développement. Les boutures de cette
accession ont été transférées au Laboratoire
d'’Amélioration des Plantes et de Génétique a
Seibersdorf en Autriche. Des boutures de plant
d’environ 5 cm étaient plantées dans des pots
contenant du sol et arrosées tous les jours. Cette
plante donneuse était établie sous serre a 25°C
+/- 2. Les tiges étaient prélevées au bout de 4
semaines pour I’initiation a la culture in vitro et
le transfert sous serre pour la culture ex vitro.
Support de culture et réactifs

Le milieu de culture de Murashige et
Skoog M 5519 (MS) enrichi a été utilisé pour
Uinitiation conformément au protocole de
Sesay 2018 avant le transfert sous serre pour
I’acclimatation (Sesay et al., 2018). Le fumier
organique riche en phosphate, azote et
potassium a été utilisé seul en association avec
le sol pour la culture sous serre. Trois facteurs
de croissance : AlA, AIB et ANA ont été
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additionnés au plan expérimental afin
d’évaluer leur effet sur I’acclimatation. Deux
concentrations ont été appliquées a chaque fois,
1 mg/l et 2 mg/l.

Etablissement, initiation et culture in vitro

Les boutures ont été découpées a
environ 4 cm avec 2 nceuds, plantées dans des
pots contenant du sol stérilisé et placées sous
serre a une température de 25°C. Apres
I'établissement, les jeunes pousses ont été
récoltées, transférées sous le flux laminaire
puis lavées a I’hypochlorite de sodium 20%
(Clorox) afin de les stériliser. Les explants
stérilisés ont été coupés a 1 ou 2 nceuds et
transplantés dans un tube a essai contenant le
milieu MS enrichi puis ces derniers ont été
incubés dans une salle de croissance contrdlée
a 22 £ 2°C pendant 3 mois.

Transfert et culture ex vitro sous serre

Trois types de support (fumier 100%,
mélange fumier/sol 50/50 et sol 100%) ont été
préparés et repartis dans les bacs de culture ex
vitro et les pots de culture.

Bacs de culture : les plantules étaient
coupées en microboutures, traitées avec des
facteurs de croissance (AIA, AIB et ANA)
avant d’étre repiquées dans les bacs
compartimentés contenant le fumier, le
mélange fumier sol et le sol. Le bac était placé
sous serre et suivi pendant une période de 6
semaines.

Pots de culture : les plantules issues de
la culture in vitro étaient transplantées ex vitro
en entier dans des pots de culture contenant le
fumier, le mélange fumier sol et le sol. Ces pots
étaient placés sous serre et suivi pendant une
période de 6 semaines.

Collecte et analyse des données

Le nombre des plants survecus était recensé par
pot et par bac pour la détermination du taux de
survie qui est 1’un des paramétres de
performance dans le modeéle étudié. Le taux de
survie étaient déterminé par la formule :
Nombre de plants survécus X 100

Total de plants transplantés

Les hauteurs de plants ont été relevées
sur des fiches de laboratoire et enregistrés sur
Excel (Microsoft Office 2010). Les différentes
moyennes en fonction des conditions
expérimentales étaient déterminées.  Les
moyennes sont comparées par le test de Student
avec un niveau de significativité < 0,05.
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Figure 1 : Bacs de culture ex vitro avec les différentes conditions..

RESULTATS
Impact du sol et de [Dauxine sur les
microboutures ex vitro

Le Tableau 1 montre I’effet du sol et de
I’auxine sur les microboutures ex vitro sous la
serre. Le fumier s’est montré plus indiqué pour
la phase de sevrage sous serre que le mélange
fumier/sol et le sol avec un taux de survie de
90%, 45% et 15% respectivement. Cette
observation était confirmée par les données de
paramétre hauteur des plants dont 2,68 cm pour
le fumier, 1,84 cm pour le mélange fumier/sol
et 1,05 cm pour le sol montrant une différence
significative (p = 0,0006 < 0,05). Les données
auxiniques sur le fumier ont révélé que le ANA
semble étre plus indiquée pour I’acclimatation
que I’AIA et I’AIB présentant un taux de survie
de 92%, 89% et 89% respectivement.
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Impact du sol sur les plantules ex vitro

Le Tableau 2 montre I’effet du sol sur la
transplantation de la plantule ex vitro. Il en
ressort que le fumier est plus adapté pour
I’acclimatation en considérant les paramétres
taux de survie et croissance en hauteur.

La Figure 2 montre les plantules sur
pots de fumier apres 10 semaines, présentant
un phénotype prét a étre transféré dans un
champ au milieu naturel.

Dans les deux cas d’expérience de
transfert de microbouture ex vitro et de
transplantation de plantules ex vitro, le fumier
s’est révélé plus indiqué pour cette phase de
transition que les autres supports testés en
tenant compte du taux de survie et de la
croissance en hauteur.
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Tableau 1 : Paramétres de survie et de croissance en fonction de la composition du sol dans les bacs
de cultures ex vitro..

Conditions
Fumier Fumier/ Sol P-value
Parameétres Sol
Taux de survie (%) 90 45 15 -
Hauteur de plants (en cm) 2,68 +0,63 1,84+0,35 1,05+0,3 0,0006 < 0,05

Tableau 2 : Parametres de survie et de croissance en fonction de la composition du sol dans les pots
de cultures ex vitro.

Conditions
Fumier Fumier/ Sol P-value
Paramétres Sol
Taux de survie (%) 85 39 0 -
Hauteur de plants (en cm) 9,29+1,61 6,8 £0,98 -
0,0011 < 0,05

A B C
Figure 2 : Pots de culture ex vitro avec les différentes conditions: A : Fumier, B : Mélange
Fumier/sol et C : Sol.
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Figure 3 : Plantule de 10 semaines.

DISCUSSION

La production du manioc est, ces
derniéres années, sujette a la forte pression des
maladies. Les méthodes de lutte contre ces
maladies et ravageurs ont révélé leur
insuffisance. L’utilisation des vitroplants
constitue une approche de solution a ce
probléeme. La culture du manioc comme pour
toutes les plantes cultivées présentent des
rendements tres variables selon que les
conditions du sol et du climat lui sont
favorables ou défavorables (Tandzi et al.,
2020). L’effet des fumiers et des termitieres sur
la croissance et le rendement du manioc et
I’effet des régulateurs de croissance sur la
culture in vitro du manioc étaient étudiés et
documentés, ces facteurs sont importants pour
la qualité de la culture (Ballot et al., 2016 a ;
Ballot et al., 2016 b). La culture du manioc
dans le champ se fait plus par bouturage a partir
d’un échantillon mur. Les contraintes biotiques
et abiotiques imposent [I’apport de
biotechnologie dont la culture in vitro et la
micropopagation qui nécessitent la chambre de
culture, I’acclimatation sous serre avant le

la
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transfert en champ (Teixeira et al., 2017). Ce
passage de culture in vitro & la culture ex vivo
et au passage en champ nécessite le contréle de
certains parameétres dont le sol afin d’éviter une
perte considérable. 1l est observé dans cette
étude que l’acclimatation exige un sol de
qualité et les facteurs de croissance sont
nécessaires pour optimiser 1’amélioration des
échantillons acclimatés. Méme acclimaté et
transféré dans un champ, le plant de manioc
aura toujours besoin d’un sol de qualité pour sa
croissance et son rendement (Temegne et al.,
2015 ; Moita et al., 2020).
Dans cette 1'étude,
manioc a répondu différemment selon la nature
du sol et les composants du milieu. La
micropropagation ex vitro via les bacs de
culture semblait présenter un meilleur
rendement que la transplantation ex vitro dans
les pots en tenant compte du taux de survie. En
outre, elle permet de multiplier les
microboutures d’avoir in vitro dans les tubes et
ensuite ex vitro dans les bacs avant la
transplantation dans le sol. Ce résultat est
similaire aux travaux de culture in vitro et ex

I’accession du
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vitro sur la plante médicinale Bauhinia
racemosa (Sharma et al., 2017).

En Afrigue et en RCA, e
développement du compost a partir des déchets
organiques végétaux ou animaux peut étre
réalise pour amender le sol permettant
I’acclimatation, ceci favorisera également le
recyclage de produits biodégradables et
I’économie verte et circulaire. Les résultats
obtenus sont différents a ceux d’une étude
réalisée sur une autre accession de la RCA
montrant un taux de régénération de 75%
(Valam Zango et al., 2021). Une étude
d’acclimatation du manioc au Benin, réalisée
sur un substrat & base de sol, de vermiculite, de
terreau et du fumier a montré une amélioration
de la croissance et du rendement de 1’accession
(Cacai et al., 2013). Les substrats constitués de
terreau et d’un mélange terreau /sable ont
stimulé les paramétres de croissance végétative
au cours de 1’acclimatation de la banane dans
une étude réalisée a Katibougou au Mali
(Sidibe et al., 2013).

L’effet du facteur de croissance ANA
est comparable a celui d’une étude de transfert
de vitroplant de tabac de I’environnement in
vitro aux conditions ex vitro et également sur
I’organogenese in vitro de cultivars de manioc
du Benin (Hronkova et al., 2003 ; Cacai et al.,
2012).

Ces paramétres viennent compléter
ceux déja mis en évidence dans I’acclimatation
a savoir la température, le niveau d’eau, 1’effet
d’humidité  de
concentration en CO, (Mazinga et al., 2014,
Teixeira et al., 2017, Talbott et al., 2003). Des
études d’acclimatation réalisées sur les
orchidées qui sont des especes
physiologiquement trés sensibles ont montré
que le passage de stade vitroplants de la salle
de culture a des conditions de serre, peuvent
occasionner  le  desséchement ou le
flétrissement rapide et la mort en raison des
changements d'environnement, a moins que
des précautions importantes ne soient prises

I’air, Dirradiation, la
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pour adapter les plantules a un nouvel
environnement (Teixeira et al., 2017). Les
multitudes de  parametres  susceptibles
d’impacter I’acclimatation du manioc dans le
modéle étudié, pourraient faire 1’objet d’une
modélisation mathématique avec I’utilisation
des matrices d’optimisation des procédés afin
d’avoir un algorithme de condition pour des
expérimentations futures.

Les limites de cette étude sont liées a
I’absence d’évaluation de pourcentage de
croissance qui devrait prendre en compte le
poids de la biomasse a I’état frais, le nombre de
nceud en plus de la hauteur moyenne évaluee.
En plus, la caractérisation phénotypique et le
dosage de chlorophylle aurait pu renforcer les
données. Enfin, le sol du champ expérimental
de Seibersdorf utilisé lors des travaux a fait
I’objet d’intensification de culture, ce qui
pourrait entrainer une diminution significative
de sa fertilité et de son rendement.

Conclusion

Les plantules cultivées in vitro peuvent
étre facilement altérées par des changements
soudains des conditions environnementales
apres le transfert ex vitro. Ces travaux
constituent le premier rapport sur quelques
paramétres d’acclimatation de culture in vitro a
la culture ex vitro sur une variété de manioc en
RCA. Cette technique développée sur une
accession de manioc pourrait étre étendu a
d'autres accessions et
économiquement  importantes,
menacées en voie de disparition.
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