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Bien produire in vitro des plants
de manioc indemnes du virus de
la mosaique

Introduction

Le matériel végétal de plantation du manioc qui se présente sous forme de boutures est affecté par un ensemble de
maladies, notamment les maladies causées par des virus ACMV/EACMV (African Cassava Mosaic Virus/ East African
Cassava Mosaic Virus). Ces maladies qui constituent des contraintes majeures a la production provoquent des pertes
de l'ordre de 25 a 95 %. Des plants sains peuvent étre régénérés a partir de ces plants malades par le biais de la culture
in vitro de méristémes.La présente fiche technique décrit comment produire des vitroplants de manioc indemnes du
virus de la mosaique.

|

Préparation du matériel végétal

Prélever des boutures de 15 cm de long (figure 1) a I'aide d’'un couteau sur des vivoplants de manioc agés de 6 mois a
2 ans. Mettre les boutures prélevées dans des pots. Placer les pots sous serre (figure 2), ceci pour minimiser les attaques
parasitaires.

Indexation/ Diagnostic par PCR des virus ACMV/EACMV sur les plantes de manioc
issues des boutures

Extraire 'ADN a partir de 100 mg de feuilles prélevées sur les plants de manioc issues des boutures (figure 3), a priori
asymptomatiques. Vérifier I'état sanitaire (présence ou non de virus) de I'échantillon par la technique PCR (Polymerase
Chain reaction ou réaction de polymérase en chaine) classique utilisant des amorces spécifiques et sélectives. (Figure
4). La PCR est une technique d'amplification d'ADN in vitro.

Figure 1 : Boutures £
de manioc Flgure 2 : Boutures de

manioc en pot sous serre Figure 3 : Plantes en pot
issues des boutures




Bien produire in vitro des plants de manioc indemnes du virus de la mosaique

L vIRVIRY.

Echantillons de feuilles de
manioc broyées en poudre
tres fine

ADN total des échantillons est extrait

Milieu
réactionnel

J' Réaction PCR

Absence de virus ;
+Enzymes Taqg polymérase

i . amorces spécifiques des virus a détecter
Présence de virus X if.'_ﬁf- dNTPs

* ./ solution tampon
| = ADN des feuilles extraits

ﬁ-
s dd
Figure 4 : Processus de détection de virus dans des feuilles de manioc par PCR au laboratoire
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Un produit PCR est obtenu pour chaque
échantillon

Un thermocycleur est utilisé pour
les réactions d’amplification avec
différentes températures

Production de vitroplants sains de manioc

Isoler le méristéme a partir du bourgeon apical (figure 4) de
plantes issues de boutures mises en pot sous serre et
supposées saines a lissue du test PCR. Ensemencer le
méristéme sur le milieu de base MS additionné de 100 mg/L de
myoinositol, de 0,15 mg/L de BAP, de 0,2 mg/L de ANA, de 0,04
mg/L de GA3, de 80 mg/L de AdSO4 de 30 g/L de saccharose et
7 g/L d’Agar (figure 5). Aprés 1 mois de culture, découper les
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pousses obtenues (figure 6) en fragments de 1 a 2 cm Figure 4 : Bourgeon
comportant un noeud. Transférer les fragments sur le milieu de terminal

multiplication de composition 100 mg/L de myoinositol, 0,05 mg/L
de BAP, 0,01 mg/L de ANA, 30 g/L de saccharose et 7 g/L d’agar
pour donner des vitroplants (figure 7).

Test de I’état sanitaire des vitroplants

Extraire 'ADN a partir 100 mg de feuille de vitroplant de
manioc, a priori asymptomatique. Le test de PCR est identique
a celui décrit ci-dessous.

Figure 6 : Pousse Figure 7 : Vitroplants
d’'un mois d’age issue sains de manioc
Résultats de méristéme

Le virus de la mosaique peut étre éradiqué des plantes infectées par des cultures de méristemes. Ainsi, 90 % des
vitroplants se sont avérées exemptes de virus de la mosaique du manioc.

Conclusion
La combinaison détection des virus par PCR / culture in vitro apparait comme un outil fiable pour la production en

masse de vitroplants sains de manioc. Ainsi, la combinaison de ces deux techniques constitue un outil indispensable de
I'amélioration durable de la productivité du manioc en Céte d’lvoire.
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