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INTRODUCTION



Contexte et justification

Le manioc (Manihot esculenta Crantz) est une culture vivriére qui nourrit pres de 500 millions de
personnes, en particulier en Afrique subsaharienne et dans les pays d’Asie (Best and Henry 1992 ; Stone
2002 ; Ano et al., 2013), et pres d’un milliard de personnes dans le monde (Sajid and Joachim, 2014). Il
représente une des principales plantes a racines amylacées cultivées dans le monde, (FAOSTAT, 2010).
Le manioc est cultivé sur une superficie totale mondiale de 23 millions d'hectares avec une production
totale de 300 millions de tonnes dans le monde, dont la moitié est apportée par le continent africain
(FAOSTAT, 2019). Dans les pays de la Communauté Economique et Monétaire de 1’Afrique Centrale
(CEMAC) qui regroupe le Cameroun, la République Centrafricaine (RCA), la République du Congo, le
Gabon, la Guinée Equatoriale et le Tchad, la production du manioc est d’environ 9 millions de tonnes de

tubercules frais insuffisants pour la consommation des populations de cette région (FAOSTAT, 2019).

Le manioc occupe une place prépondérante dans les systemes de production agricole en Afrique
Centrale (Tricoche et al., 2008). Originaire de 1I’Amérique latine, le manioc a été introduit en Afrique
pour la premiére fois vers 1558 a travers le bassin du Congo par les Portugais et est prioritairement
cultivé pour une agriculture vivriére ou I’autoconsommation. Dans un contexte de fluctuation des prix des
cultures de rente telles que le café, le cacao et le coton, et I’augmentation rapide de la demande
alimentaire des grands centres urbains, la culture du manioc a connu un développement exponentiel dans
une région qui présente d’énormes potentialités non seulement a travers I’expansion des superficies

cultivées mais également par I’amélioration des rendements.

Le manioc produit des rendements acceptables méme sur des sols pauvres en éléments nutritifs et
dans des conditions de sécheresse. En effet le manioc est une plante dite ubiquiste qui a la capacité de
croitre sur les latitudes de 30° N a 30° S ce qui lui confére une surface de culture trés importante (Mombo
et al., 2016). C'est une plante pérenne qui peut étre conservée plusieurs mois dans le sol aprés sa période
de maturité. Elle est de ce fait disponible quasiment toute 1’année, elle est aussi cultivée dans les pays en

développement comme réserve végetale (EI-Sharkawy et al., 2004).

Les raisons qui expliquent la propagation rapide du manioc dans les zones tropicales et
subtropicales sont la capacité de la plante a pousser sur des terres marginales sur lesquelles d’autres
cultures sont difficiles a cultiver, la résistance de la plante a certaines conditions de sécheresse que ne
peuvent supporter certaines céréales, la possibilité de laisser la plante en terre et de la récolter
progressivement pour se prémunir des pénuries alimentaires éventuelles et enfin la capacité de la plante a
se protéger de certains ravageurs du fait de sa teneur en glucosides cyanogéniques (IFAD, 2008 ; Mombo
etal., 2016).



Le manioc est cultivé essentiellement pour ses racines tubéreuses et aussi pour ses feuilles. Il
représente la 4° source de sucre (hydrates de carbone) dans les tropiques, aprés le riz, le mais et la canne a
sucre (Blagbrough et al., 2010). Ses feuilles sont consommeées comme des légumes dans de nombreux
pays d’Afrique et constituent une source de protéines, de vitamine et de sels minéraux (Laure, 1981 ;
Legg and Fauquet, 2004 ; Achidi et al., 2005 ; Dixon et al, 2008 ). Les racines constituées essentiellement
de glucides, pauvres en protéines, sont consommeées en Afrique centrale sous forme de chikwange (le

baton de manioc), de la farine «fufu», du gari, du tapioca etc.

Le manioc est une plante peu exigeante, se développant bien dans des régions marquées par une
faible pluviométrie ou un climat capricieux. Véritable « culture de crise », le manioc exige peu d’intrants.
Les tubercules peuvent étre laissés en terre pendant plus d’une année et récoltés lorsque des pénuries
alimentaires surviennent ou que les coups des céréales s’envolent. Bien qu'essentiel pour la survie d'une
large proportion de la population mondiale, cette plante n'a jusqu’a présent recu que peu d'attention de la
part de la communauté scientifique. Cette situation s'explique par le fait qu'elle est cultivée et consommée
en grande majorité localement dans le cadre d'une agriculture de subsistance et qu'elle n'a donc que peu
d'impact sur le commerce régional ou international. La culture du manioc posséde néanmoins un fort
potentiel de développement, autant dans une perspective d'utilisation alimentaire que d'utilisation
industrielle. Si les efforts de recherche et de développement adéquats sont mis en ceuvre, le manioc peut
étre amené a jouer un rble de premier ordre dans l'augmentation de la production alimentaire mondiale
(These Zinga, 2012).

En effet, la consommation de manioc par habitant est de 115 kg en 2010 dans les pays d’Afrique,
des Carai bes et du Pcifique (ACP) africains contre 18 kg dans le reste du monde (FAOSTAT, 2012). Le
manioc est la cinquiéme production végétale alimentaire du monde, apres le mais, le riz, le blé et la
pomme de terre. Dans six (6) pays africains (RD Congo, Mozambique, Congo, Angola, Ghana et
République Centrafricaine), les racines de manioc fournissent plus de 25% de la ration énergétique des

populations et constituent donc la base de 1’alimentation (Treche, 1995 ; IFAD, 2008).

Fort de ce potentiel, le développement et la promotion du manioc figurent parmi les priorités
agricoles de I’Afrique centrale, une région qui continue d’enregistrer des situations de déficits
alimentaires importants (CTA, 2016). Ainsi les initiatives gouvernementales en matiére de sécurité
alimentaire, avec I’appui des donateurs internationaux, ont contribué a augmenter considérablement la
production du manioc dans tout le continent africain. Des actions visant a améliorer la productivité au
champs ont été menées par notamment (1) 1’identification de boutures de qualité, a haut rendement,
adaptées a chaque terroir et aux besoins du marché, (2) le renforcement des capacites des producteurs et

des multiplicateurs locaux de boutures constitués en réseau, (3) la remise a niveau des modes de
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production des paysans, (4) la production et la diffusion des paquets techniques et la création des champs-
écoles (IFAD, 2008). Alors que 1’encadrement technique et la formation relévent actuellement surtout des

projets de développement, la production et la transformation des tubercules, doivent pouvoir s'appuyer sur
la recherche (IFAD, 2008 ; FAO, 2009).

En 2011 le Podle régional de Recherche Appliquée au Développement des Systemes Agricoles
d'Afrique Centrale (PRASAC) a développé un projet, de recherche / Développement financé par la
CEMAC et I'Union Européenne, intitulé : « Production durable du manioc en Afrique Centrale et
Intégration aux marchés ». Ce projet a comme activités sur le manioc de : valoriser les variétés cultivées
localement, améliorer les pratiques culturales paysannes, lutter contre les maladies et les ravageurs,
améliorer la qualité des produits dérivés du manioc. Le projet PRASAC-manioc se déroule dans les six
pays membres de la CEMAC (Cameroun, Congo, Gabon, Guinée Equatoriale, RCA et Tchad). Ces pays
sont propices a la production des racines et tubercules, ils ont en commun une longue tradition de
production et de consommation du manioc, puisque le manioc y constitue la base de 1’alimentation des
populations et ces pays se retrouvent tous parmi les vingt (20) pays les plus grands consommateurs du
manioc par habitant dans le monde (IFAD, 2008).

Au cours de ces derniéres années, les taux de croissance de la production alimentaire en Afrique
centrale et notamment dans les pays de la CEMAC sont inférieurs a ceux de la population (FAOSTAT,
2005). La situation alimentaire précaire s’est aggravée ces derniéres années. Les pays de la zone CEMAC
sont caractérisés par une dépendance progressive des importations alimentaires notamment sous la
pression de la demande alimentaire urbaine, I'insuffisance des disponibilités alimentaires et la
malnutrition, la faible productivité de 1’agriculture et la pauvreté en zone rurale (IFAD, 2008). Le manioc

peut jouer un réle capital et des efforts doivent étre déployés pour améliorer sa culture et sa productivité.

Face a I’augmentation incessante de la demande, il est en effet indispensable d’améliorer les
conditions de production de cette culture et la qualité des produits. Malgré sa place de premiere culture, la
filiere du manioc en Afrique souffre de nombreux problemes qui touchent a la fois les systéemes de
culture, la productivité et la qualité des produits. Le systeme cultural du manioc en Afrique est ainsi
dépourvu de toute mécanisation. C’est un systeme manuel qui demande énormément d’efforts physiques,
de travaux d’installation et d’entretien des parcelles (défrichage, labour, bouturage et sarclage) réalisés a
I’aide d’outils rudimentaires tels que machette, houe et pioche. La récolte se fait aussi manuellement et
demande une main d’ceuvre importante. C’est une culture de subsistance développée sur des petites

parcelles dispersées.



Les cultivars utilisés sont en majorité traditionnels souvent peu performants et sensibles aux
maladies et ravageurs. Le rendement moyen se situe entre 7 a 8t/ha (Silvestre et Arraudeau, 1983 ; IITA,
1990). Selon Muengula-Manyi et al. en 2012, a ces limitations s’ajoutent la baisse de la fertilité des sols,
I’impossibilité¢ d’utiliser de couteux intrants et 1’absence d’un marché stable et suffisamment
rémunérateur. Au-dela de toutes ces limitations, parmi les contraintes majeures de la culture du manioc
on note également les contraintes biotiques avec notamment les maladies virales a transmission
vectorielle. Le manioc est vulnérable a une vingtaine de maladies virales dont les plus importantes
actuellement en Afrique sont la maladie de la mosaique africaine du manioc (MAM) appelée encore
cassava mosaic disease (CMD) et la striure brune du manioc ou cassava brown streak disease (CBSD)
(Legg et al., 2006 ; Patil and Fauquet, 2009).

La mosaique africaine du manioc (MAM), décrite pour la premiére fois en Afrique de I’Est en 1894,
représente 1’une des premiéres contraintes virales du manioc en Afrique (Sserubombwe et al., 2001 ;
Owor et al., 2004a ; Patil and Fauquet, 2009). Les virus responsables de cette maladie appartiennent a la
famille des Geminivirus et plus particulierement au genre Begomovirus transmis par la mouche blanche
appelée Bemisia tabaci. La présence de la mosaique africaine du manioc a été signalée dans la grande
majorité des pays africains subsahariens (Fargette, 1987 ; Ndunguru et al., 2005; Ndunguru et al., 2006;
Patil and Fauquet, 2009) ou elle cause de sérieux problemes (Gibson et al., 1996 ; Otim-Nape et al., 1997,
Legg et Ogwal, 1998 ; Legg, 1999; Fondong et al., 2000 ; Owor et al., 2004a; Owor et al., 2004b; Patil
and Fauquet, 2009 ; Zinga et al., 2008 ; Mallowa et al., 2011). Les pertes dues a la mosaique sont
estimées a 15-24% de la production, soit I'équivalent de 15-27 million de tonnes par an en Afrique
(Thresh et al., 1997). La forme traditionnelle et endémique de la mosaique du manioc a été décrite dans
toutes les zones de production du manioc en Afrique. La maladie n’a jamais ét¢ décrite comme une
importante menace pour le manioc avant les années 90 en Afrique (CTA, 1990), exception faite de
I’épidémie sévere qui a touché Madagascar dans les années 1930 (Cours, 1951). L’agent pathogene de
cette forme traditionnelle de la mosaique initialement caractérisé en Afrique a été appelé African cassava
mosaic virus (ACMV) (Bock and Woods, 1983a; Stanley and Gay, 1983). La description d'une seconde
espéce de Géminivirus du manioc en Afrique de I’Est a rapidement suivie avec 1'East African cassava
mosaic virus (EACMV) (Hong et al., 1993). Dans les années 90, une épidémie sévére de la mosaique du
manioc s’est déclarée en Ouganda. Elle a initialement été associée a la seule présence d’une nouvelle
souche recombinante (nommée souche ougandaise ou encore variant ougandais, EACMV-UG) issue de la
recombinaison génétique entre ’ACMYV et ’TEACMYV (Deng et al., 1997 ; Otim-Nape et al., 1997 ; Zhou
et al., 1997 ; Legg and Ogwal, 1998 ; Otim-Nape et al., 2000). La poursuite des recherches a permis de
montrer que cette forme sévere de la mosaique du manioc était principalement causée par la co-infection

et la synergie virale entre ’ACMYV et ’TEACMV-UG (Fondong et al., 2000 ; Pita et al., 2001 ; Ariyo et al.,
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2005 ; Busogoro et al., 2008). Au début des années 2000, cette épidémie sévere de CMD s’est rapidement
répandue a travers 1’Afrique (Legg and Fauquet, 2004). Les virus responsables de la maladie ont été
identifiés au Cameroun, au Congo, en Républiqgue Démocratique du Congo, au Gabon et récemment au
Burkina Faso (Legg, 1999; Fondong et al., 2000; Legg and Fauquet, 2004; Ntawuruhunga and Legg,
2007; Tiendrébéogo et al., 2009).

Problematique

Culture a propagation végétative, le manioc est particulicrement vulnérable a I’effet des maladies
virales, qui constituent une menace importante pour des millions d’africains surtout la maladie de la
mosaique du manioc (MAM) ou cassava mosaic desease (CMD) (Legg et al, 2006).

La mosaique africaine du manioc est causée par les cassava mosaic geminiviruses (CMGSs)
appartenant a la famille des Geminiviridae, et au genre Begomovirus (Legg et al, 2006 ; Tresh, 2006).
Les CMGs sont transmis & la fois par les mouches blanches (Bemisia tabaci) et par 1’utilisation de
boutures infectées (Harrison, 1987). Les pays d’Afrique centrale ne semblent pas étre épargnés par cette
maladie. Les virus responsables de la maladie ont été identifiés au Cameroun, au Congo, au Gabon, en
RCA et au Tchad (Legg, 1999 ; Fondong et al., 2000 ; Ntawuruhunga et al., 2002 ; Legg and Fauquet,
2004 ; Akindade et al., 2010 ; Zinga et al., 2012 ; 2013). Par contre aucune information n’était disponible
sur I’identité des geminivirus responsables de la MAM en Guinée Equatoriale. Par ailleurs, exception
faite des caractérisations moléculaires des CMGs realisées au Cameroun, en RCA et au Tchad aucune
donnée moléculaire n’était disponible sur la diversité des CMGs a ’échelle de tous les pays d’Afrique
centrale membres de la CEMAC.

La multiplication par voie végétative est le principal mode de reproduction du manioc et favorise de
ce fait une augmentation du taux de contamination, alors qu’une bonne production exige du matériel de
plantation libre de tout pathogéne (Yaninek et al., 1997). L'utilisation de variétés de manioc améliorées et
présumeées résistantes a la mosaique s'avére étre une solution de choix. Cependant, celles-ci, introduites
dans nos pays par les instituts de recherche en provenance de I’International Institute of Tropical
Agriculture (IITA) d’Ibadan au Nigeria entre les années 1990 et 2000, n’ont cependant pas toujours
donné entiére satisfaction et ce pour plusieurs raisons : contournement de la résistance, inadéquation avec
les habitudes culinaires ou organoleptiques des populations (CTA, 1987 ; Fauquet and Fargette, 1990,
Legg et al., 2006), méfiance des populations vis-a-vis du nouveau matériel et difficulté d’accés au
matériel pour le paysannat. La plupart des variétés locales sont sensibles a la mosaique, ainsi donc les
populations ne font que planter des boutures sensibles a la mosaique. De plus en plus la contamination ne
fait qu’augmenter sur les champs de manioc car le virus de la mosaique se transmet par les boutures et les

mouches blanches (Harrison, 1985). Aujourd'hui face a des contraintes parasitaires associées a la culture
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du manioc, il apparait indispensable de mettre a la disposition des paysans un matériel végétal répondant
aux exigences des populations. C’est dans ce contexte de forte pression parasitaire et d'absence de
solution intégrée de lutte, que se place mon travail de thése intitulé : « la mosaique africaine du manioc
en Afrique centrale : caractérisation moléculaire des begomovirus et évaluation variétale ». En effet,
pour lutter contre la mosaique africaine du manioc, il est important d’avoir une meilleure connaissance

des especes virales qui infectent le manioc dans la sous-région afin de mettre en place une lutte adaptée.
Objectifs

L’objectif général de ce travail est d’améliorer la productivité du manioc afin d’assurer une

sécurité alimentaire durable dans les pays de la CEMAC.
Les objectifs spécifiques sont :

1. Identifier les begomovirus impliqués dans la MAM dans les pays de la zone CEMAC, en vue
d’actualiser ou de renforcer des données moléculaires ;

2. Evaluer I’impact de la MAM sur des variétés de manioc par une approche champ école paysan
afin de proposer aux producteurs de manioc des variétés résistantes et des bonnes pratiques de cultures de
manioc ;

3. Lutter contre la MAM par I’utilisation des boutures de manioc assainies

Hypotheses de recherche

Les objectifs fixés dans cette étude ont permis de formuler les hypothéses suivantes :
- Plusieurs espéces virales sont a la base des dégats de la maladie de la mosaique africaine du manioc en
Afrique Centrale

- Il existe également des cultivars productifs dans le gremoplasme disponible chez le paysan en Afrique
Centrale

- Des apports techniques dans les itinéraires culturaux paysans peuvent renforcer la lutte contre la maladie
de la mosaique africaine du manioc

Structuration de la these

Trois chapitres composent cette thése. Ils sont précédés par une introduction qui présente la
problématique, les objectifs et les hypotheses de recherche.

Le premier chapitre porte sur la synthése bibliographique du manioc notamment sa botanique, son
importance et sa production. Ce chapitre décrit également les maladies du manioc et les moyens de lutte

contre ces maladies.



Le deuxiéme chapitre expose d’abord la zone d’étude et ensuite le matériel et les méthodes utilisées
pour atteindre les objectifs.
Le troisieme chapitre présente les résultats et la discussion. Ces résultats concernent :

Enfin, une conclusion géneérale et des perspectives feront le point de la présente étude



CHAPITRE | : SYNTHESE
BIBLIOGRAPHIQUE



1.1 Généralité sur le manioc

1.1.1 Origine

Le manioc, Manihot esculenta Crantz de la famille des Euphorbiaceae est une plante pérenne
dicotylédone cultivée principalement en région tropicale pour la consommation de ses racines tubérisées
mais aussi de ses feuilles. En provenance d’Amérique du Sud (Figure 1), les marins portugais ont
vraisemblablement introduit pour la premiere fois le manioc en Afrique dans le Golfe de Guinée au 16°

siecle (Fauquet and Fargette, 1990).

Une deuxi¢me vague de dissémination a permis au manioc d’atteindre la cote Est de I'Afrique, via
Madagascar et la Réunion, probablement I’Inde et le Sri Lanka au 18° siecle. En Afrique, la
consommation du manioc semble avoir mis longtemps a étre acceptée, avant de se répandre rapidement a
travers le continent au 19° si¢cle. Le manioc est actuellement cultivé dans tous les pays d’Afrique sub-
saharienne (FAOSTAT, 2012).

Le manioc est la culture vivriére la plus importante dans la zone tropicale humide a cause de sa
productivité et de sa plasticité. Il est cultivé pour ses racines tubérisées qui entrent dans 1’alimentation
quotidienne de nombreuses populations au Sud du Sahara. Ses feuilles sont également consommeées sous
forme de légumes, par contre les tiges servent a la fabrication de sels non alimentaires (Laure, 1981).
Mais la consommation sans prétraitement peut provoquer des troubles de santés tels que des troubles de la

thyroide et le ralentissement de la croissance chez I’enfant.

Les cultivars de manioc ont été classés en deux groupes : les variétés ameres dans lesquelles le
taux de manihotoxine est élevé et les variétés douces, dans lesquelles le taux de manihotoxine est faible et
confiné principalement au niveau de la peau. La chair des variétés douces est donc relativement exempte

de glucoside cyanhydrique (Lancaster et al., 1982).
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Figure 1 : Principales voies de dissémination du manioc en Afrique et Asie en provenance de 1I’Amérique
du Sud. La distribution géographique des zones de production du manioc en Afrique et les dates des
premiéres descriptions de la mosaique sont présentées pour certains pays africains (Fauquet et Fargette,
1990).

1.1.2 Systematique

Le manioc appartient a la classe des dicotylédones, et a la famille des Euphorbiaceae. Les
Euphorbiaceae montrent une trés grande diversité morphologique et chimique. Cette famille compte plus
de trois genres et huit milles especes presque toutes tropicales. Le genre Manihot comprend plus de 200
espéces dont Manihot glaziovii Muell, plante a caoutchouc et Manihot esculenta Crantz qui est la plante
vivriere la plus importante de la zone tropicale humide par sa production et sa plasticité (Silvestre et
Arraudeau, 1983).

1.1.3 Description Botanique

Le manioc est une plante arbustive, semi-ligneuse et pérenne. Elle est pluriannuelle, mais
généralement cultivee comme plante annuelle ou bisannuelle. Comme toutes les Euphorbiacées, ses

diverses parties contiennent du latex.

11



Il existe un grand nombre de cultivars ou de variétés cultivées de manioc. lls se distinguent par des
attributs morphologiques, tels que la taille et la forme des feuilles, la taille de la plante, le mode de
ramification, la couleur des tiges et des pétioles, la forme des tubercules, la durée du cycle et le rendement

(Kosh-komba et al, 2013) et aussi 1’acidité de certaines plantes.

Tiges : Un pied de manioc peut présenter une ou plusieurs tiges, plus ou moins verticales avec ou sans
ramifications. Les tiges a maturité peuvent atteindre 6 meétres de haut. L’écorce de la tige est de couleur
variée : blanc verdatre, gris, jaunatre, violacé, rouge, brun (Figure 2 A). Leur diametre est de 3 a 4 cm en
moyenne. Lorsque les feuilles tombent, on remarque a leur point d'insertion une protubérance protégeant
un ceil. On appelle a tort cet ensemble protubérance-ceil, " nceuds ". Ces nceuds sont disposés en spirale et
la longueur des " entre-nceuds " est croissante de la base au sommet exprimé en cm. Les tiges ne
s’ajoutent que dans la moitié inférieure de leur hauteur, et comportent dans cette partie, une moelle
centrale (Kosh-Komba et al, 2013).

Le port de la plante : A une certaine hauteur, les tiges peuvent se ramifier en 2 ou 3 branches, qui a leur
tour peuvent se ramifier jusqu'a dix fois au cours du cycle. Cette ramification provoquée par la floraison,
est sous contrdle variétal. Elle est également influencée par les facteurs du milieu. Le port de la plante est

donc variable : rampant, étalé, dressé ou érigé (Figure 2 B).

Les feuilles : Les feuilles du manioc sont simples a limbe découpé, et a nervation palmee (feuilles
palmatilobées) de 3 a 11 lobes (Figure 2 C). Elles sont a phyllotaxie alterne et caduques, car elles tombent
durant la phase de repos de la plante. Les feuilles mesurent de 10 a 20 cm de long et sont portées par un
pétiole dont la longueur varie de quelques millimetres a 6 cm, a la couleur jaune clair ou rouge en passant
par le vert (Kosh-Komba et al, 2013).

Les inflorescences : Les inflorescences du manioc apparaissent aux points de ramification des tiges
(Figure 2 D). Ce sont des grappes qui comprennent en général 80 a 120 fleurs males et 4 a 10 fleurs
femelles Basales (Kosh-Komba et al, 2013).

Fruits : Aprés la pollinisation et la fécondation, I’ovaire se développe en un jeune fruit qui arrivera a
maturité entre 70 et 90 jours plus tard. Le fruit est une capsule globulaire déhiscente a 3 loges contenant
chacune une graine (Figure 2 D). Elles mdrissent en 5 mois et projettent les graines a 10 m environ. Elles
ont la méme couleur que les rameaux et comportent a leur surface externe 6 ailes plus ou moins sinueuses
(Kosh-Komba et al, 2013).

Racines : Les racines du manioc sont fasciculées et se gonflent en se gorgeant d'amidon. La plante forme

une centaine de racines mais quelques-unes seulement forment des tubercules. Les tubercules ont de 20 a
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80 cm de long et de 5 a 15 cm de diametre (Figure 2 E). Ils sont attachés au collet de la plante par un
pédoncule plus ou moins long, parfois inexistant. lls se situent a quelques centimeétres de la surface du sol.
Une coupe transversale d'un tubercule montre :

- une écorce externe grise violacée ou brune formée de liége, le péricarpe ;

- une écorce interne de 2 a 10 mm d'épaisseur, le "phelloderme", blanche ou rose, plus ou moins violacée,
pauvre en fécule et riche en produit toxique (manihotoxine) ;

- un cylindre central blanc ou jaune clair riche en fécule, appelé pulpe au centre duquel se trouve le ceeur.
- Les tubercules ont des formes tres variables et pesent de 100 g a 3 Kg chacun. Un pied du manioc peut

produire 5 a 6 Kg de tubercules et parfois plus.

Figure 2 : Morphologie du manioc, (A) : partie dune tige de manioc ; (B) : Port érigé ; (C ) Rameau avec
des feuilles vertes ; (D) : Inflorescence ;; (E) : Grappe de fruits ; (F) : . Source Racines ou tubercules.
Ballot, 2016 ; Zinga, 2012 ; Internet :

https://www.google.fr/search?g=inflorescence+et+fruits+du+manihot+esculenta

1.1.4 Utilisations du manioc

Les produits de transformation des tubercules sont diversifiés. Ils varient d’un pays a un autre ou

d’une région a une autre, selon les habitudes culinaires des différentes communautés.

Les variétés ameres aprés détoxification par rouissage et broyage se consomment sous diverses
formes. Les tubercules épluchés, rouis, morcelés et séchés prennent le nom de cossette en Afrique
centrale (Silvestre et Arraudeau, 1983 ; IITA, 1990 ; IFAD, 2008). La farine issue des cossettes
transformées en pate a 1’aide d’cau chaude est appelée foufou ou fufu en Afrique centrale (Silvestre et

Arraudeau, 1983 ; IFAD, 2008). Les cossettes représentent d’excellents moyens de conservation et
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entrent dans diverses préparations culinaires. En Afrique centrale, le manioc roui (trempé dans 1’eau pour
éliminer le cyanure et transformé en péate) donne naissance a la fabrication des «batons de manioc»
appelés «chikwangue» ou «kwanga» au Congo et RDC, «mangbéré» ou «chikwangue» en Centrafrique,

«bobolox» et «miondo» (la forme effilée) au Cameroun.

Les tubercules de manioc doux rapés et fermentés donnent du «gari» au Nigéria, Bénin, Togo et
Ghana, de D'«attiéké» en Cote d’Ivoire et de la «malanje» en Angola (IITA, 1990). Ce sont des
préparations sous forme de farine assez grossieres de couleur blanche a jaune paille. Le tapioca est
préparé a partir de la pulpe par lavage de celle-ci, puis broyage et suivi de sédimentation et séchage de

I’amidon.

En Afrique, la farine de manioc sert de matiére premiére a la fabrication artisanale de 1’alcool
(Silvestre et Arraudeau, 1983). Le manioc est aujourd’hui convoité dans les pays émergents pour la

fabrication du bioéthanol (FAOSTAT, 2012).

Dans tous les pays ou le manioc joue un rdle alimentaire important, les feuilles tendres sont
consommeées (Achidi et al., 2005). Les extrémités des rameaux sont coupées sur une longueur de 20 a 30
cm utilisées sous forme d’épinards, pilonnées pour la préparation de sauce. En Centrafrique et au Congo,

les feuilles sont utilisées pour la fabrication des galettes et de plusieurs types de sauce.

D'aprés Danilo Mejia, (FAO, 2008), le manioc a aussi d'excellentes propriétés pour les utilisations
non alimentaires (pharmaceutiques, films thermoplastiques). Les cossettes sont utilisées comme aliment
pour bétail (Charrier et al., 1997 ; Dahouda et al., 2008).

1.1.5 Importance nutritionnelle

L’importance et le role de la culture de manioc en Afrique centrale sont en effet les caractéristiques
des apports nutritionnels. La composition des feuilles et des racines de manioc est décrite dans le tableau
1. Ces auteurs ont noté¢ une faible quantit¢ de vitamines et de minéraux et précisent que I’amidon du
manioc présente une faible teneur en amylose : environ 17 %, comparée aux amidons de pomme de terre
(22 %) et de mais (21 %). Les protéines du manioc sont riches en arginine et faible en certains acides
aminés essentiels tels que la méthionine, la lysine, le tryptophane, la phénylalanine et la tyrosine (Falade
et al., 2010). Toutefois, il ressort que I’apport nutritif du manioc est considérable dans la mesure ou il est

riche en calories et peut donc étre tres utile pendant les périodes de soudure (Diallo et al., 2013).

14



Tableau 1 : Composition nutritionnelle des feuilles racines de manioc

Composition nutritionnelle | Feuilles de manioc Racines de manioc épluchées Racines entiéres
Eau 85 60 65
Glucides (%MS) 41 91 (68 a 78% amidon) 89
Lipides (%MS) 6 0,5 1
Protéines (%MS) 25 2 2.5
Cendres (YaMS) ] 2.5 3
Fibres (%MS) 20 4 4.5
Glucosides cyanogéniques 3804 590 304240 140 a 640
{mg/kg/ de poids frais)

Source : P. Sylvestre et M. ARRAUDEAU dans « Le Manioc », 2006, Collection FAQO.

Tableau 2 : Comparaison des compositions nutritionnelles des feuilles fraiches et racines tubéreuses de

manioc et dautres légumes frais données pour 100 g de matiere fraiche (Mélanie Broin, CTA).

Eléments Feuille Racine Moringa Chou
o - tubéreuse oléifera Carotte Gombo Oignon Tomate Concombre Epinard
nutrifis manioc . . vert
manioc Feuille
Teneur eneau 72 59,7 75 88 87 89 94 86 96 91
(%)
_Protéines 5.2 1,36 6,3 08 16 0,9 07 3,2 0,4 2.1
digestibles (g)
POE?TjZ')“m ND 271 325 324 195 154 252 448 160 540
Calcium (mg) 280 16 525 38 68 21 10 210 16 117
Phosphore 118 27 78 36 7 2 23 84 17 49
(mg)
Mag(;:qe;)lum 65 21 101 13 37 9 12 31 8 63
Fer (mg) 76 027 68 04 0.7 02 04 18 02 4
V't"z‘n":g)‘e A ND 0 3556 1524 65 1 96 840 62 810
Viee © 308 206 213 7 3 7 20 104 8 54
R|boggv(|gr;e Vit 588 0,048 2375 54 78 19 36 248 30 207
Nicotinamide 2352 0,854 2800 600 780 187 540 2100 200 648
Vit B3 (g)

1.1.6 Production du manioc en Afrique et dans le monde

Avec une production mondiale évaluée a plus de 300 millions de tonnes en 2019, le manioc est
I’'une des principales productions végétales alimentaires au monde (Figure 3) (FAOSTAT, 2019).
L’importance de la culture du manioc n’est plus a démontrer en Afrique dans la mesure ou le continent

contribue a plus de 53% en moyenne a la production mondiale depuis 2004 (CTA, 2016).

En Afrique, le manioc contribue a assurer la sécurité alimentaire des populations ; on estime en
effet a 70 millions le nombre de personnes sur le continent dont 1’alimentation repose sur le manioc (ce
dernier constituant leur denrée principale et contribuant a leur alimentation a raison de 500 kcal par jour
et par personne, (FAO 2010).

Le manioc permet également d’améliorer les revenus et par conséquent les conditions de vie des

ménages en milieu rural sur le continent. Sa contribution a la création de richesse s’observe a travers les
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multiples formes de valorisation de la culture. Il est en effet considéré comme une matiére premiere pour
différents types d’industries au niveau local. Il y est transformé en produits qui peuvent se substituer aux
produits importés en vue de réduire les importations de produits alimentaires, d’améliorer la balance du

commerce extérieur et de genérer des revenus locaux (Nteranya, 2011).

Cette double fonction qu’occupe le manioc au plan socio- économique, lui confere une place

prépondérante dans les systemes de productions agricoles en Afrique de facon genérale.

350000000 -
300000000 -
250000000 -
200000000 -
M Production du manioc en
150000000 - Afrique
H Production mondiale du
100000000 - manioc
50000000 -
0 -
2004 2009 2014 2019
Années

Figure 3 : Production du manioc dans le monde et en Afrique (CTA, 2016 ; FAOSTAT, 2019)

1.1.7 Production de manioc dans les pays de la CEMAC
Dans les pays de la CEMAC, la production de manioc est en total de 8 231 566 tonnes (FAOSTAT,
2016). La production est beaucoup plus importante au Cameroun (Figure 4), car la culture du manioc

représente 20% des superficies cultivables emblavées et prés de 46 % de la production vivriére nationale
(Emmanuel, 2013).
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Figure 4 : La production du manioc dans les pays de la CEMAC (FAOSTAT, 2020)

Le Cameroun a produit en 2016, 4,8 millions de tonnes de manioc, c’est un pays peuplé que les
autres, il présente un fort potentiel d’autosuffisance des produits dérivés du manioc et d’autres cultures
vivrieres. Le manioc est I’aliment de base de la population congolaise et centrafricaine mais sa production
est moindre respectivement de : 1,6 millions de tonnes et 720 milles de tonnes. Ces deux pays importent
parfois selon les saisons le manioc du Cameroun et de la RDC pour combler leur manque. Le Gabon, la
Guinée Equatoriale et le Tchad ne donnent pas beaucoup d’importance a la culture du manioc car ils ont

d’autres sources d’alimentation telles que les céréales, les patates. ..

1.2 Les contraintes liées a la production du manioc en Afrique

1.2.1 Les principaux ravageurs

1.2.1.1. Les cochenilles

Ce ravageur constitue un véritable fléau sur le continent africain. Originaire d’ Amérique du Sud, il
fut introduit fortuitement en Afrique au début des années 70 par le biais de matériel végétatif de
plantation. Signalé pour la premiére fois en RDC en 1973 (IITA, 1990), il s’est propagé dans presque
toutes les zones de production de manioc d’Afrique. La cochenille préleve la seéve au niveau du phloeme.
Ses attaques initiales se concentrent autour du sommet de la plante pour se propager ensuite en direction

des pétioles et des feuilles developpées.

Le rabougrissement de la pousse feuillée (Figure 5) et le raccourcissement des entre-nceuds
seraient imputables a la présence d’une substance toxique dans la salive de I’insecte. Lors de fortes

infestations, les pousses vertes périssent sans nécessairement provoquer de nécrose apicale. Pendant la
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saison seche, on enregistre une croissance numérique de la population de cochenilles. La sécheresse
combinée a la température élevée (25°C) favorise 1’abondance du ravageur. Les pertes de tubercules
associées aux attaques de la cochenille varient entre 70 et 80% (IITA, 1990 ; IITA, 2000).

Figure 5 : Cochenille du manioc sur la face inférieure d’une feuille de manioc (A), cochenille du manioc
(vue agrandie au microscope) (B), cochenille a raies sur une tige de manioc (C), extrémité d’une tige de

manioc atteinte du “bunchy top” di a la cochenille du manioc (D) (IITA, 2000).

1.2.1.2. Les acariens verts

En Afrique, 1’acarien vert et I’acarien rouge sont les deux ravageurs les plus importants du manioc
(Herrera et al., 2011). Originaire de I’Amérique du sud, I’acarien vert fut d’abord signalé en Ouganda en
1972. Apreés s’étre rapidement propagé, il est aujourd’hui présent dans la plus grande partie du continent.
Monnychellus tanajoa est la seule espece d'acarien vert rencontrée en Afrique. Par contre, 4 espéces
d’acarien rouge ont été répertoriées en Afrique avec Oligonychus gossypii, Tetranychus telarinus, T.

neocaledonicus et T. cinnabarinus.

Les symptomes de taches chlorotiques ou d’une chlorose intégrale des feuilles provoqués par les
acariens verts ne sont pas constants et peuvent étre attribués a tort a la mosaique (Figure 6). Lors
d’attaques massives, les feuilles sont rabougries et déformées. L’incidence des acariens est forte durant la
saison seche. Selon la gravité de I’attaque, la perte de tubercules peut varier de 20 a 80% (IITA, 1990 ;
IITA, 2000).
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Figure 6 : Acarien vert du manioc (vue agrandie au microscope) (A), feuille de manioc avec des taches
chlorotiques (péles) causées par 1’acarien vert du manioc (B), Feuilles de manioc avec des taches
chlorotiques (pales) causées par la mosaique du manioc (C), extrémité de pousse de manioc a feuilles

réduites par 1’acarien vert du manioc (D) (IITA, 2000).

1.2.2. Les principales maladies

1.2.2.1 La maladie de la striure brune de manioc (CBSD)

La maladie de la striure brune de manioc est I’'une des principales contraintes du manioc a 1’heure
actuelle en Afrique de I’Est (Patil et al., 2011). Elle a été découverte pour la premiére fois en Tanzanie, en
1930 dans la zone coéticre de 1’ Afrique de I’Est (Storey, 1936), la méme zone dans laquelle la maladie de
la mosaique du manioc a été decrite par Warburg en 1894. Cette maladie est trés répandue en Afrique
dans la plaine cétiére au Tanzanie et au Mozambique et dans le bassin du lac victoria en Ouganda, au
Kenya, et Malawi (Hillocks and Thresh, 1998 ; Legg and Ogwal, 1998 ; Patil et al., 2011).

Les symptémes de la striure brune de manioc se manifestent sur les feuilles, les tiges et les racines
tubérisées (Figure 7) (Hillocks and Thresh, 1998 ; Legg et al., 2011). Au niveau des feuilles, elle se
manifeste par des chloroses en plage circulaire ou rugueuse sur les limbes et qui peuvent atteindre les
nervures secondaires ou tertiaires. Sur les tiges et surtout sur les plants sensibles, on observe a la surface
des tissus verts, des lésions violettes a brunes qui peuvent évoluer en lésions nécrotiques. La fusion de ces
lésions entraine la mort des bourgeons axillaires provoquant le raccourcissement des entre-nceuds. La
manifestation des symptomes au niveau des tubercules est dévastatrice. Elle est a I’origine des colorations

jaune-brunes qui en se développant induisent la pourriture des tubercules.

Cette maladie est provoquée par deux especes du genre Ipomovirus de la famille des Potyviridae,
il s’agit du Cassava brown streak Uganda virus (CBSUV) et Cassava brown streak virus (CBSV)
(Hillocks and Thresh, 1998 ; Ogwok et al., 2010 ; Mohammed et al., 2012). Ce sont des virus a structure
filamenteuse & ARN monopartite de polarité positive dont la taille est d’environ 650 nm de longueur
(Mbanzibwa et al., 2009 ; Patil et al., 2011). Les cas de co-infection due aux deux virus et méme des co-

infections avec les begomovirus ont été mise en évidence (Mohammed et al., 2012).
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La mouche blanche (Bemisia tabaci) est impliquée dans la transmission de ces deux espéces
virales sur le manioc (Hillocks et al., 2002 ; Maruthi et al., 2005 ; Ogwok et al., 2010 ; Mohammed et al.,
2012). La propagation de la maladie se fait non seulement par le vecteur mais surtout par la multiplication
vegétative (Hillocks et al., 2002 ; Maruthi et al., 2005). Les principales methodes de lutte sont basees sur
I’utilisation des plants sains (assainissement) et des variétés résistantes a la maladie (Hillocks et al., 2002
; Legg et al., 2011). Les variétés transgéniques mis au point par I’équipe de Claude Fauquet ont montré
une résistance majeure a la maladie de la striure brune (Patil et al., 2011). Ces variétés sont actuellement
en cours de multiplication et de diffusion dans des zones les plus touchées en Afrique de I’Est (Ogwok et

al., 2010).

Figure 7 : Les différents symptdmes de la striure brune du manioc sur les feuilles et les tubercules en

Afrique de I’Est: zone cdtiere en Tanzanie (1a/b), région du lac en Tanzanie (2a/b), zone coticre au Kenya

(3a/b) et centre-sud en Ouganda (4a/b) (Legg et al., 2011).

1.2.2.2 La maladie de la mosaique africaine du manioc (MAM)

o,

+« Description et historique de la mosaique africaine du manioc
v Description

Cette maladie virale se caractérise principalement sur les jeunes feuilles par une panachure vert
clair a jaunatre du limbe qui se déforme, se boursoufle et croit de maniere asymétrique par suite de 1’arrét
du développement des parties infectées (Figure 8). Lorsque l’infection est précoce et sévére, le
développement de la plante entiére est affecté : les entrenceuds se raccourcissent, la croissance est freinée

ou stoppée, les feuilles déformées et décolorées sont de petites tailles. La base de certaines folioles est
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réduite a la nervure principale bordée d’un peu de parenchyme décoloré, et la plante a un port rabougri
(Fauquet and Fargette, 1990).

La seveérité de la maladie est quantifiable de nos jours par 1’échelle de I’I'TA qui correspond a
1I’échelle de Cours (1957) modifiée. Cette sévérité encore appelée Indice de Gravité des Symptémes (IGS)
varie de 0 a 5 avec la notation de Cours et de 1 & 4 avec la notation de I'TITA (tableau 1). Dans 1’échelle
de Cours, les plants sains ont un degré de sévérité 0, alors que les plants malades ont un IGS variant de 1
a 5. Par contre 1’échelle dans cette échelle les plants sains correspondent a I’IGS égal a 1 et les plants
malades présentent une séverité allant de 2 a 5 (Hahn et al., 1980 ; Sseruwagi et al., 2004). La sevérité de
la maladie dépend des cultivars, de 1’age des plants, des conditions climatiques, de la saison, ou des
agents causaux et de la co-infection (Hahn et al., 1980 ; Fauquet and Fargette, 1990 ; Gibson et al., 1996 ;
Harrison et al., 1997 ; Fondong et al., 2000 ; Ngeve et al., 2003 ; Adriko et al., 2012).

Tableau 3 : Description de I’échelle de I’IITA

Indice 1 Pas de symptomes
) Taches jaunatres couvrant la moitié du limbe, apparition des
Indice 2 déformations foliaires
) Feuilles atteintes déformées, partiellement recroquevillées,
Indice 3 appareil végétatif réduit
Quasi-totalite des limbes recroquevillés, appareil vegeétatif
Indice 4
réduit
) Feuilles réduites au 1/10eme de leur surface, rameaux atrophies,
Indice 3 la plante dépérit et meurt en quelques mois

Figure 8 : Les symptomes de la mosaique de manioc selon I’échelle de I’IITA qui varie de 1 a 5. Sévérité
1 (A), sévérité 2 (B), sévérité 3 (C), sévérité 4 (D), sévérité 5 (E)

Source : ITA 1987
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v Historique

Aprés la premiere description de la Mosaique par Warburg en 1894 en Tanzanie, les premiéres
épidémies ont été observées entre 1920 et 1930 au Sierra Leone, en Cote-d'Ivoire, au Ghana, au Nigeria, a
Madagascar et en Ouganda (Legg and Fauquet, 2004). Aprés cette période, la maladie semble s’étre
propagée en Afrique et dans les iles voisines dans toutes les zones de production de manioc. L’origine
virale de la maladie et sa transmissibilité par 1’aleurode Bemisia tabaci ont été prouvées en 1938 en
Tanzanie (Storey and Nichols, 1938). Dans les années 1970, un projet ambitieux de virologie végétale,
utilisant la microscopie électronique couplée a des techniques de purification de virus, a été mise en place

au Kenya en collaboration avec des laboratoires du Royaume-Uni (Legg and Fauquet, 2004).

Les travaux de Bock ont ainsi montré que les particules virales impliquées dans la CMD
présentaient une structure jumelée a symétrie icosaédrique, d’une taille de 30 x 18 nm (Bock, 1975 ; Bock
et al., 1977). Harrison et son équipe ont montre que le matériel génétique du virus était constitué de deux
molécules d’ADN circulaires monocaténaires de 2800 pb (Harrison et al., 1997). Les premiers virus
isolés a partir de manioc présentant des symptémes de CMD ont été appelés « cassava latent virus »
(CLV), parce qu’ils étaient incapables d’infecter et d’induire les symptomes de la CMD sur des plantes de

manioc apres inoculation mécanique (Fauquet and Fargette, 1990).

La premiére séquence compléte d’ADN-A a été publiée en 1983 (Stanley and Gay, 1983). Peu de
temps apres, la contamination expérimentale d’une plante de tabac Nicotiana benthamiana a permis de
valider le postulat de Koch, et ainsi de démontrer le lien de causalité entre le virus de la mosaique
africaine du manioc (ACMV) et la CMD (Bock et Woods, 1983).

X Impact économique de la mosaique du manioc

Les études réalisées dans différentes zones touchées par la CMD ont estimé les pertes de
rendement entre 20 et 95 % (Fauquet and Fargette, 1990 ; Harrison et al., 1997 ; Fondong et al., 2000 ;
Pita et al., 2001 ; Owor et al., 2004a ; Owor et al., 2004b). L’importance des effets sur le rendement
differe selon la nature des especes virales impliquées dans la maladie. Les travaux réalisés en Ouganda
ont montré que les pertes dues a la co-infection ACMVet le virus de la mosaique africaine du manioc de
I’Afrique de I’est (ACMV + EACMV-UQG) étaient de 82%, alors qu’elles étaient de 42% avec ’ACMV,
12% avec la forme modérée de "TEACMV-UG et de 68% avec la forme seévere de EACMV-UG (Owor et

al., 2004a), soulignant ainsi I’impact de la synergie entre les deux virus.

Les études réalisées en Cote d’Ivoire ont montré que les plants contaminés par bouture avaient une

perte de rendement de plus de 75%. Par contre, les plants contaminés par le vecteur avaient une perte
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moins importante, qui diminuait au fur et a mesure que le temps d’inoculation augmentait jusqu'a ne plus
tante, d t au fur et let d lat tait ' |

avoir d'effet si I'inoculation intervenait 70 jours apres bouturage (Fauquet and Fargette, 1990).

Une estimation de la perte de production de manioc sur le plant continental de 37%, équivalente a
30 millions de tonnes, a été proposée (Fargette and Fauquet, 1988). Legg et Thresh s’inspirant des
enquétes réalisées dans plusieurs pays africains ont estimé une perte de rendement entre 30 & 40% en
2003 équivalant a des pertes de 19 a 27 millions de tonnes basées sur une production totale de 97 millions
de tonnes (Legg and Thresh, 2003). La perte actuelle est estimée a 35 millions de tonnes par an en
Afrique (FAOSTAT, 2012). Ces niveaux de perte élevés prouvent que la CMD est un probleme majeur

pour la culture de manioc en Afrique et justifient la poursuite des efforts de lutte contre cette pandémie.
X Les Begomovirus impliqués dans la mosaique africaine du manioc
v' Taxonomie et nomenclature

La classification des begomovirus est basée sur un seuil de distinction taxonomique de 89%
d’identité nucléotidique sur la séquence compléte de ’ADN-A (Fauquet et al., 2008). Sur la base de ce
critére taxonomique, neuf especes en Afrique et deux en Inde ont été décrites. Les espéces africaines sont
: I’African cassava mosaic virus (ACMYV), I’East African cassava mosaic virus (EACMYV), I’East African
cassava mosaic Cameroon virus (EACMCYV), I’East African cassava mosaic Zanzibar virus (EACMZV),
I’East African cassava mosaic Malawi virus (EACMMYV), I’East African cassava mosaic Kenya virus
(EACMKYV) et le South African cassava mosaic virus (SACMV), I’African cassava mosaic Burkina Faso
virus (ACMBFV) et le Cassava mosaic Madagascar virus (CMMGV) (Ogbe et al., 2003 ; Ndunguru et
al., 2005 ; Ntawuruhunga et Legg, 2007 ; Patil and Fauquet, 2009 ; Legg et al., 2011 ; Harimalala et al.,
2012 ; Tiendrébéogo et al., 2012). Les deux espéces identifiées sur le continent indien sont 1’Indian
cassava mosaic virus (ICMV) et le Sri Lankan cassava mosaic virus (SLCMV) (Saunders et al., 2002 ;
Patil and Fauquet, 2009).

v Distribution géographique

Le CMD a éte décrit seulement en Afrique et en Inde subcontinental, malgré la culture du manioc
a grande échelle également en Amerique latine et en Asie du Sud-est (Figure 9) (Patil and Fauquet, 2009).
Malgré la présence et la description de nombreux Begomovirus en Amérique du Sud et dans plusieurs
pays du Sud-est asiatique, 1I’absence de la CMD pourrait étre liée a 1’absence de biotypes de Bemisia

tabaci adaptés au manioc (Carabali et al., 2005).
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Figure 9 : Distribution géographique des géminivirus (CMGs) impliqués dans la mosaique du manioc en
Afrigue et en Inde subcontinental. La couleur verte indique les zones de production du manioc dans le
monde. Chaque couleur représente une espéce unique de CMGs dont les noms abrégés des virus sont

décrits dans le paragraphe « Taxonomie et Nomenclature » (Patil and Fauquet, 2009).
v La famille des Geminiviridae

Les Geminiviridae sont des virus phytopathogénes qui infectent une large gamme de plantes a
travers le monde en causant des pertes de rendement important. Ce sont des virus 8 ADN monopartite et
bipartite avec une particule a symétrie icosaédrique d’approximativement 20 x 30 nm (Lazarowitz and
Shepherd, 1992 ; Kong et al., 2000). Cette famille comprend quatre genres (Mastrevirus, Curtovirus,
Topocuvirus et Begomovirus) qui se distinguent par la structure du génome, le vecteur et la gamme
d’hotes (Fauquet et al., 2003 ; Fauquet and Stanley, 2005) (Figure 10).
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v Le genre Mastrevirus

Ce genre a pour espéce type le Maize streak virus (MSV). Il présente un génome monopartite de
2,6 a 2,8 kb comportant quatre genes (V1, V2 et C1, C2). Les cadres ouverts de lecture ou open reading
frames (ORFs) V1 et V2 sont lus dans le sens viral tandis que les ORFs C1 et C2 le sont dans le sens
complémentaire (Figure 10). Les mastrevirus sont surtout décrits chez les poacees, anciennement appelé
graminées (monocotylédones), et transmis par des cicadelles (Hemiptera : Cicadellidae). Cependant, on
connait au moins deux espéces qui infectent des dicotylédones (Tobacco yellow dwarf virus, TYDV ;
Bean yellow dwarf virus, BeYDV) (Astier et al., 2001). En Afrique subsaharienne, les graminées non
cultivées représentent les principales plantes réservoirs du MSV rendant le virus endémique et
responsable de résurgences épidémiques (Mesfin et al., 1992 ; Monjane et al., 2011).

v Le genre Curtovirus

Les Curtovirus ont un génome monopartite de 2,9 a 3 kb. 1ls ont pour espéce type le Beet curly top
virus (BCTV) et sont également transmis aux plantes dicotylédones par des cicadelles (Hemiptera :
Cicadellidae). L’ADN code pour six ou sept ORFs. Les plantes cultivées les plus affectés par ces virus
sont essentiellement la betterave a sucre (Beta vulgaris), la tomate (Solanum lycopersicum L.) et le melon
(Cucumus melo L.). Les curtovirus sévissent en Inde, en Amérique et dans le bassin méditerranéen avec

des maladies graves et des consequences économiques importantes.
v Le genre Topocuvirus

Le Tomato pseudo curly top virus (TPCTV) est le seul représentant connu de ce genre. Son
génome monopartite de 2861 nucléotides code pour six ORFs (Briddon et al., 1996b ; Pringle, 1999). Il

est transmis par un membracide Micrutalis malleifera Fowler (Hemiptera : Membracidae).
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Figure 10 : Représentation schématique des génomes des Geminiviridae et quelques photos illustrants
leurs insectes vecteurs respectifs. MSV : Maize streak virus; BCTV : Beet curly top virus ; TPCTV :
Tomato pseudo-curly top viru s; TGMV : Tobacco golden mosaic virus; TYLCV : Tomato yellow leaf

curl virus. Les fleches indiquent les positions des cadres ouverts de lecture (Delatte et al., 2005).
s Description des Begomovirus

Le genre Begomovirus comprend les virus qui sont transmis par la mouche blanche Bemisia tabaci
Gennadius (Hemiptera : Aleyrodidae) aux plantes dicotylédones avec pour espéce type le Bean golden
yellow mosaic virus (Fauquet et al., 2003). Les Begomovirus provoquent de tres graves maladies dans les
régions tropicales, subtropicales et méditerranéennes sur les cultures maraichéres ou vivriéres (Astier et
al., 2001).

«  Organisation genomique et rdles des differentes protéines

Les begomovirus sont monopartites ou bipartites, ¢’est-a-dire que 1’information génétique est portée par
un ou deux ADNSs circulaires de 2,5 a 2,8 kb (ADN-A-like ou ADN-A et ADN-B ; Fauquet et al. 2008).
Une grande majorité des begomovirus originaires de 1’ Acien Monde sont monopartites. C’est le cas du

Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) (Antignus et Cohen, 1994) et des begomovirus indigenes des Tles
26



du sud ouest de I’océan Indien. Comme le Tomato yellow leaf curl Comoros virus (TOLCKMYV) (Delatte
et al., 2005 ; Lefeuvre et al., 2007). Plus récemment des ADN satellites ont été mis en evidence en
association avec certains begomovirus (Briddon et Stanley, 2006 ; Nawaz-ul-Rheman et Fauquet, 2009).

Ces ADNSs environ 1300 bases participent a 1’infection virale
v Structure du génome des Begomovirus

Les Geminivirus, famille a laquelle appartient les Begomovirus, sont des virus a ADN circulaire
simple brin (ssDNA) encapsidé dans une particule icosaédrique et associésen doublets, de 18-20 nm de
diamétre et d’environ30 nm de longueur (Lett, 2014). La taille du génome, mono ou bipartite est compris
entre 2,5 et 5,2 kb avec comme gamme d’hétes les plantes mono et dicotylédones (Zerbini et al., 2017).Le
genre Begomovirus comprenda lui seul plus de 320 especes (Zerbini et al., 2017)qui infectent les plantes
dicotylédones. Leur génome viral est soit monopartite ou bipartite comme c’est le cas des CMGs. Les
Begomovirus monopartites possedent un seul composant génomique, appelé ADN-A, d’une taille
d’environ 2700 bases. Par contre, le génome des Begomovirus bipartites est constitu¢ de deux
composants, appelés ADN-A et ADN-B, aussi de taille d’environ 2700 bases chacun (Zhou, 2013). Le
génome des Begomovirus monopartites est similaire a I’ADN-A des Begomovirus bipartites et est le plus
souvent associé a des ADN satellites (Zerbini et al., 2017). Selon la classification du monde ancien,
I’ADN des Begomovirus monopartites et I’ADN-A des Begomovirus bipartites ont chacun six (6) génes
(Figure 5) codant pour les protéines CP (AV1/V1), MP (AV2/V2), Rep (AC1/C1), TrAP (AC2/C2), REn
(AC3/C3) et C4 (AC4/C4) et une région intergénique (IR). Par contre I’ADN-B a deux (2) génes codant
pour les protéines NSP (BV1) et MP (BC1) (Ndunguru et al., 2005; Zhou, 2013). L’ADN-A et I’ADN-B
ont une CR (common region) similaire, de 200 a 250 nucléotides, contenus dans la région intergénique
entre AV2 et Rep pour I’ADN-A et entre BV1 et BC1 de I’ADN-B. Cette région contient une séquence
hautement conservée de 9 nucléotides: TAATATTAC qui servirait d’origine de réplication (Zhou, 2013).
L’ADN-A peut se répliquer et non pas I’ADN-B qui est le plus souvent impliqué dans le mouvement. En
effet, la NSP (BV1) et la MP(BC1) de I’ADN-B permettent respectivement le passage de I’ADN viral a
travers 1’enveloppe nucléaire de la cellule hote pour sa réplication et le passage du virus d’une cellule a

une autre pour une infection systémique (Zhou, 2013).

La CP (V1), protéine de la capside, représente I'unité de base dans la constitution de la particule
virale en doublet des Geminivirus.Elle joue aussiun réle essentiel dans la reconnaissance et la
transmission par son insecte vecteur. La protéine de la réplication (Rep; AC1/C1) et la protéine activatrice
de la réplication (REn; AC3/C3) permettent 1’accumulation de I’ADN viral dans les cellules végétales
etsont également impliquéesdans la dérégulation et le détournement de voies métaboliques cellulaires de

I’hote comme le controle du cycle cellulaire, la réplication de I’ADN, la différentiation cellulaire et
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I'expression génique. La protéine activatrice de la transcription (TrAP; AC2/C2) contribue au pouvoir
pathogéne du virus et a I’activation de la transcription des genes (Zinga, 2012) et est aussi impliquée dans
la suppression du mécanisme de résistance des plantes aux virus (RNA silencing) (Zhou, 2013). La
protéine C4, sur ’ADN monopartite, semble intervenir dans 1’expression et la sévérité des symptomes,
dans le choix de la gamme d’héte, dans le mouvement de cellule a cellule et dans la systémique du virus.

Elle intervient également dans la suppression du RNA silencing en association ou non avec la TrAP.
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Figure 11 : Organisation génomique des Begomoviruset de leurs satellites associés. (a) Begomovirus
bipartites contenant sept ORFs (open reading frames): CP, Rep, AC2, AC3, AC4, BV1 et BCL. (b)
Begomovirus monopartites a six ORFs: CP, V2, Rep, C2, C3, C4. (c) Betasatellites et alphasatellites
codent respectivement pour les protéines RBC1 et Rep, et des molécules défectives de betasatellite sans
ORFs. Abréviations: A-rich, adenine-rich region; CR, common region; IR, intergenic region; SCR,

satellite conserved region (Zhou, 2013).
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v Organisation génomique et roles des différentes protéines

Les Begomovirus possédent un génome bipartite composé d’ADN-A et d’ADN-B (Figure 12).
Cependant, le nombre de Begomovirus a génome monopartite est en augmentation dans le vieux monde.
Leur génome est formé uniquement de I’ADN-A. Trés récemment, des ADN satellites (ADN Beta et
ADN 1) d’environ 1,4 kb ont été mis en évidence en association avec certains Begomovirus monopartites
(Stanley et al., 1997 ; Dry et al., 1997 ; Mansoor et al., 2003b ; Briddon et Stanley, 2006). Chez les
Begomovirus bipartites, I’ADN-A comporte en général six régions codantes ou ORFs (Open Reading
Frames) dont certaines sont chevauchantes et une région inter génique (Intergenic Region ou IR) (Figure
12).
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Figure 12 : Organisation génomique des Begomovirus bipartites (a) et monopartites (b)

et des ADN satellites associés (Mansoor et al., 2003b).

Les ORFs AV1 et AV2 sont situés sur le brin viral et les ORFs AC1, AC2, AC3 et AC4 sont sur le
brin complémentaire. 1l faut cependant noter que AV2 est absent des Begomovirus du nouveau monde
(Harrison and Robinson, 2002). L’ORF AV1 code pour la protéine de capside (CP) qui représente 1’unité
de base dans la constitution de la particule virale. Elle enveloppe le génome viral et est aussi essentielle
pour ’expression du virus. C’est une protéine qui permet le transfert de I’ADN viral dans le noyau de la

cellule hote et est aussi requise pour le passage du virus de 1’insecte vecteur (Ia mouche blanche, Bemisia
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tabaci) a la plante. La protéine de capside (CP) associée a la protéine de mouvement (MP) produite par
I’ORF AV2 intervient dans le mécanisme de diffusion du virus dans la plante hote. La protéine associée a

la réplication (Rep) codée par I’ORF AC1, intervient lors de la multiplication virale (Laufs et al., 1995).

L’ORF AC3 permet la production de la protéine activatrice de la réplication Ren (Replication
Enhancer). Cette dernicre en association avec la protéine Rep permet 1’accumulation de I’ADN viral dans
les cellules végétales (Azzam et al., 1994 ; Hanley-Bowdoin et al., 2000). L’ORF AC2 code la protéine
d’activation de la transcription (TrAp). La protéine TrAp contribue au pouvoir pathogéne du virus et a
I’activation des ORFs des ADN-A et ADN-B dans le sens viral (Sunter and Bisaro, 1991 ; Van Wezel et
al., 2001). La protéine, produit de I’ORF AC4 est impliquée dans la détermination de la gamme d’hote du
virus, la sévérité des symptémes et aussi les mouvements du virus (Laufs et al., 1995 ; Wartig et al.,
1997). Les ORFs BV1 et BCI1 situés sur I’ADN-B sont responsables des mouvements inter-cellulaires du
virus dans la plante héte (Lazarowitz, 1992 ; Hanley—Bowdoin et al., 2000). Les deux ADNSs, A et B ont
en commun une région d’environ 200 paires de bases (pb) a I’intérieur de la région IR (Sunter et Bisaro,
1991 ; Lazarowitz, 1992). La région commune contient aussi deux promoteurs divergents qui régulent

différemment I’expression temporelle des genes viraux (Lazarowitz, 1992).

Les Begomovirus monopartites ont une organisation génomique similaire a I’ADN-A des
bipartites avec six (6) cadres de lecture (cdls) ou ORFs. Ces ORFs codent pour des protéines d’environ 10
kDa ou plus (Navot et al., 1991 ; Antignus et Cohen, 1994). Ils sont organisés en deux groupes divergents
séparés par une région inter génique (IR). L’unique génome des Begomovirus monopartites contient toute
I’information nécessaire a la réplication et a I’infectivité du virus (Lazarowitz, 1992). Le troisieéme groupe
de Begomovirus se compose des especes virales a genome monopartite avec des ADN satellites (ADN
Beta ou ADN-1). Ces ADNs avec une taille d’environ 1400 nucléotides participent a I’infection virale.
L’ADN Beta est nécessaire a I’induction de symptomes par certains Begomovirus et jouerait un réle de
suppression du post-transcriptional gene silencing (PTGS) (Vanitharani et al., 2005 ; Briddon and
Stanley, 2006 ; VVanderschuren et al., 2007). Quant a I’ADN-1, il porte un géne codant pour une protéine
associée a la replication (Rep) et semble jouer un réle dans la modulation de I’accumulation du virus
(Briddon and Stanley, 2006).

v Réplication des Begomovirus

Les Geminivirus ne disposent pas d’équipement enzymatique nécessaire a leur expression dans la
cellule hoéte. Ils dépendent de I’ADN polymérase et des fonctions génétiques des cellules de la plante
hote. Ces virus se multiplient dans les cellules différenciées en phase G qui ont terminé leur activité de

réplication propre. L’infection virale réactive la réplication en convertissant la cellule en phase S du cycle
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cellulaire (Hanley-Bowdoin et al., 2000). Les Begomovirus utilisent deux mécanismes pour la réplication
de leur génome : le mécanisme de réplication en cercle roulant (RCR) et la réplication dépendante de la
recombinaison (RDR) (Hanley-Bowdoin et al., 2000 ; Jeske et al., 2001 ; Preiss et Jeske, 2003) (Figure
13).
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Figure 13 : Schématisation des modéles de réplication en cercle roulant (RCR) et de réplication
dépendante de la récombinaison (RDR). Etape a : accrochage de la protéine associée a la réplication
(Rep) & l’origine de réplication (OR). Etape b : ouverture de I’ADN et liaison covalente de la Rep a
I’extrémité 5°. Etape c : déplacement et réplication. Etape d : nouvelle ouverture de I’ADN, fermeture des
ADNSs simples brins et relargage de la Rep. Etape e : interaction entre un ADN simple brin incomplet et la
forme super-enroulée de I’ADN viral (cccDNA) a des sites homologues. Etape f : recombinaison
homologue. Etape g : élongation de I’ADN simple brin. Etape h : synthése de I’ADN complémentaire et
obtention d’'un ADN double (Lefeuvre, 2008).

En effet, d’une fagon générale, les ADN simples brins des Geminivirus se répliquent dans le noyau
des cellules infectées via un mécanisme de cercle roulant utilisant une forme intermédiaire double brin
(Stenger et al., 1991). La région IR du génome contient un nanonucléotide hautement conservé
TAATATT | AC contenant le site d’initiation (|) de la RCR (Stanley, 1995 ; Hanley Bowdoin et al., 2000)
; ce site est aussi appelé origine de la réplication (OR). La protéine Rep initie le cycle de réplication en
faisant un clivage unique du brin viral a I’origine de réplication. Apres le clivage, la protéine Rep se

retrouve liée de fagon covalente au bout 5’ de I’ADN clivé.
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La synthése de I’ADN simple brin (ADNsb) est régulée par 1’activité synergique des protéines TrAp
et REn qui agissent respectivement pour 1’activation de la transcription et I’augmentation de la réplication
(Sunter and Bisaro, 1991). Selon Xie et al. (1999), les Geminivirus dépendent des facteurs cellulaires
pour compléter leur cycle de réplication. Quant au mécanisme de la RDR, il se déroule simultanément
avec le mécanisme de la RCR. Ce mécanisme utilise des intermédiaires réactionnels et se déroule comme
décrit dans la Figure 12. Ce dernier modele de réplication est analogue a celui du bactériophage T4
(Mosig, 1998 ; Mosig et al., 2001).

v Variabilité génétique des Begomovirus

Les Begomovirus sont en pleine expansion dans le monde et semblent trés bien adaptés a de
nouvelles niches écologiques. Cette adaptation semble liée a la grande variabilité génétique dans ce
groupe de virus. Ces variations génétiques peuvent survenir par suite de mutation, de pseudo
recombinaison et de recombinaison (Seal et al., 2006). Ces phénoménes se produisent dans la nature
(Zhou et al., 1998 ; Sanz et al., 2000 ; Pita et al., 2001). Cependant, les facteurs qui concourent a

1I’évolution des Begomovirus dans leur environnement restent insuffisamment connus.
v La mutation

Les mutations sont des erreurs de copies généerées lors de la réplication du génome par les
polymérases ARN ou ADN dépendantes. Chez les virus a ARN, les taux d’erreur de la réplication sont
compris entre 102 et 10 par nucléotide et par réplication (Jenkins et al., 2002). Les ADN cellulaires qui
utilisent les polymérases des cellules végétales pour leur réplication ont des taux de mutation estimés
entre 108 et 10! (Drake et al., 1998). Chez les Begomovirus qui utilisent ces mémes polymérases, les
fréquences de mutation restent trés élevées (Ooi et al., 1997 ; Sanz et al., 1999). Ces fréequences sont
souvent équivalentes a celles des virus a ARN. Ces taux de mutation anormalement élevés ont été
rapportés chez le Maize streak virus (Isnard et al., 1998) et le Tomato yellow leaf curl China virus (Ge et
al., 2007 ; Duffy and Holmes, 2008).

La recombinaison virale est un processus permettant la genése d’un nouveau virus suite a des
combinaisons entre des séquences d’ADN de deux virus parents et la création de nouveaux types
d’arrangement génomique. Elle présente l'avantage énorme pour un virus de permettre I'acquisition en
une seule étape d'un grand nombre de mutations (Crameri et al., 1998). La multiplicité des descriptions
d’événements de recombinaison chez les Begomovirus ces dix derni¢res années suggere qu’ils sont
soumis a des taux de recombinaison tres élevés, conduisant a une diversité moléculaire importante
(Lefeuvre et al., 2007 ; Padidam et al., 1999).
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Ce mécanisme est maintenant connu pour étre largement utilisé par tous les Geminivirus et est
probablement le mécanisme moléculaire principal permettant aux Geminivirus d’exploiter de nouvelles
niches écologiques. La pseudo-recombinaison a lieu chez les virus multipartites et implique I'échange de
composants génomiques intacts entre virus, aboutissant a la formation de génomes présentant de
nouvelles combinaisons de composants génomiques (Garrido-Ramirez et al., 2000 ; Pita et al., 2001 ;
Ramos et al., 2003). Les CMG ne font pas exception a cette régle comme ’ont montré les travaux de

Ndunguru et al en 2005 (Figure 14).

L'analyse de recombinaison et phylogénétique montre que les EACMV-like, qui regroupent a la
fois plusieurs espéces et souches, portent les traces d’une multitude d’événements de recombinaison.
L’exemple le plus emblématique de CMG recombinant est sans nul doute le variant ougandais (EACMV-
UG), issu d’une recombinaison interspécifique entre 'TEACMYV et I’ACMYV dans I’ORF CP (Zhou et al.,
1997) (Figure 14).
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Figure 14 : Schématisation des différents événements de recombinaison portés par I’ADN-A et ’ADN-B

des géminivirus du manioc (Ndunguru et al., 2005).

33



En revanche, il est frappant de constater que I’ACMYV semble étre une exception a cette reégle. En
effet, les séquences disponibles de cette espéce ne présentent aucune trace de recombinaison malgré leur
provenance de différentes régions d’Afrique. Cependant, une nouvelle espece de CMG, provisoirement
nommé ACMBFV, a récemment été décrite au Burkina Faso comme étant le fruit d’une recombinaison
interspécifique entre un ancétre des isolats de I'ACMV d’Afrique de 1'Ouest (parent majoritaire), et un
ancétre des isolats du Tomato leaf curl Cameroun virus et du Coton leaf curl Gezira virus (parents

minoritaires) (Tiendrébéogo et al., 2012).

1.2.2.2.1 L’insecte vecteur, Bemisia tabaci

Les Begomovirus sont transmis par une mouche blanche, Bemisia tabaci (Hemiptera
Aleyrodidae) qui est le seul insecte vecteur connu pour ces virus (Figure 15). Cette mouche polyphage se
nourrit sur plusieurs especes végeétales (Osborne, 1988). Plusieurs biotypes ont été signalés a travers les
différentes régions du monde. Parmi ces biotypes, le biotype B a beaucoup contribué¢ a I’expression des
Geminivirus sur de nouveaux hotes car il est tres fécond, plus répandu et est le plus redoutable ravageur
des plantes (Perring et al., 1991 ; Delatte et al., 2007). La transmission des Geminivirus par Bemisia

tabaci se fait selon le mode circulant et non propagatif (Duffus, 1997).

Figure 15 : A droite, photo de Bemisia tabaci (Delatte et al, 2009). A gauche Bemisia tabaci en

alimentation sur une feuille de manioc (Auteur).

Les mouches blanches peuvent acquérir et transmettre les Begomovirus bipartites dans des délais
courts, environ 10 minutes, mais [’efficacit¢é de 1’acquisition croit quand la période d’alimentation
augmente, au-dela de 24h. Une période de latence de 4 a 21h entre I’acquisition du virus et la possibilité

de transmission par la mouche a été observée (Duffus, 1995).
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Des études de la transmission du TYLCV ont montré que des périodes d’alimentation de la
mouche blanche de 4h ou plus étaient nécessaires pour réussir la transmission de TYLCV a des taux
proches de 90% (Zeidan and Czosnek, 1991). Par ailleurs, le TYLCV multiplierait chez le vecteur,
transmis a la descendance et aussi par voie sexuelle (Ghanim and Czosnek, 2000 ; Astier et al., 2001),
cela augmente le nombre d’individus viruliféres capables d’infecter les plantes. Ces propriétés
particuliecres du TYLCV n’ont pas encore été démontrées chez d’autres Geminiviridae. C’est
essentiellement au stade adulte que I’aleurode par ses piqlires propage la maladie des plantes malades aux

plantes saines.

1.2.2.2.2 Méthodes de diagnostic des Begomovirus

Les symptémes provoqués par les Begomovirus sont trés caractéristiques et constituent a ce titre un
bon diagnostic en vue de suspecter ce groupe de virus. Cependant, plusieurs facteurs peuvent influencer la
forme des feuilles et I’état général de la plante ; ce sont entre autre 1’action des chenilles, des insectes
suceurs et aussi le stress hydrique (Green, 1991). Face a cette difficulté de relier de fagcon formelle les
symptomes et 1’agent causal, plusieurs méthodes de laboratoire ont été développées (Matthews, 1991).
Dans le cas des Begomovirus, des méthodes de diagnostic biologique, sérologique et moléculaire sont

couramment utilisees.
1.2.2.2.2.1 Le diagnostic par voie biologique : les plantes tests

Les plantes tests sont utilisées pour confirmer une infection virale. Cela répond a I’un des principes
généraux de la microbiologie a savoir la vérification du postulat de Koch (Boyd, 1988). L’utilisation de
ces tests ne permet pas d’identifier précisément le virus responsable d’une pathologie mais est nécessaire
pour 1’établissement de 1’étiologie d’une infection virale. Les plantes tests couramment utilisées sont :
Nicotiana benthamiana, Lycopersicon esculentum, Capsicum annuum, Capsicum frutescens, Phaseolus
vulgaris (Brunt et al., 1990).

Dans la pratique, des extraits de plantes malades sont inoculés a des plantes saines pour reproduire
exactement les mémes symptémes. Il faut cependant noter que la plupart des Begomovirus sont restreints

au phloeme et ne sont donc pas transmissibles mécaniquement (Astier et al., 2001).

Pour ces virus, la construction d’un clone agroinfectieux est nécessaire (Delatte et al., 2005). Aussi,
le vecteur (Bemisia tabaci) sain est mis en acquisition sur des plantes malades et transféré sur des plantes
saines pour réaliser I’infection. Il est reproché a cette méthode de consommer trop de temps. Cependant, il
faut noter qu’elle est trés importante pour 1’établissement de 1’étiologie virale et la gamme d’hotes d’un

virus donné.
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1.2.2.2.2.2 Les tests sérologiques

Les techniques de précipitation en immuno-diffusion (ID) et les tests immuno-enzymatiques
(ELISA) sont utilisés pour la détection des Begomovirus. Les anticorps utilisant les tests ELISA ont
permis la détection des Begomovirus dans différents extraits végétaux (Konaté et al., 1995 ; Harrison et
Robinson, 1999). La variante TAS-ELISA utilisant les anticorps monoclonaux a été utilisee pour la
détection et la classification de ce groupe de virus (Barro, 1994 ; Konaté et al., 1995 ; Tiendrébéogo et al.,
2006). D’autres tests sérologiques utilisant des sérums polyclonaux sont utilisés avec succes. Ce sont :
"Western blots", "Leaf imprint blots", "Tissue blots", "Transmission electron microscopy and
immunolabeling” (Abouzid et al., 2002). Les Begomovirus présentent de fortes relations sérologiques
entre eux, cela rend la distinction des especes virales presque impossible par ces méthodes (Brown et al.,
2001).

1.2.2.2.2.3 Les tests moléculaires

Les techniques moléculaires de détection et d’identification des virus ont été¢ développées avec la
réaction de polymérisation en chaine (PCR) (Duncan and Torrance, 1992). L’acide nucléique des virus est
exploré et selon les amorces utilisées, 1’identité du virus est révélée avec précision (Lewin, 1997). Des
amorces ont été surtout développées pour la détection des Begomovirus a partir d’informations sur la
séquence des régions conservées de I’ADN-A (Wyatt et Brown, 1996 ; Atzmon et al., 1998 ; Brown et al.,
2001). Des tests complémentaires comme la RFLP (Polymorphisme de la longueur des fragments de

restriction) sont parfois nécessaires pour distinguer les especes begomovirales (Accotto et al., 2000).

De plus en plus, les comparaisons de séquences nucléotidiques et la phylogénie permettent de
distinguer avec précision les espéces virales (Padidam et al., 1995 ; Brown, 1997 ; Fauquet et al., 2003).
Ces comparaisons pourraient se baser sur la région intergénique (IR) et le géne de la protéine de capside
(CP) en I’absence de séquence compléte de I’ADN-A (Brown, 1997 ; Brown et al., 2001). Mais pour une
taxonomie définitive, la séquence compléte de I’ADN-A est exigée et une identité de séquences

nucléotidiques inférieure & 89% indique des espéces différentes (Fauquet et al., 2008).

1.2.2.2.3 Méthodes de lutte contre la mosaique du manioc
1.2.2.2.3.1 Les méthodes prophylactiques et les pratiques culturales

La sélection et la préparation des boutures représentent des étapes cruciales dans la mise en place
d’une culture de manioc. En effet, la qualit¢ des boutures a une influence prépondérante sur la
productivité de la récolte. Les boutures sont généralement prélevées sur des plants &gés de 12 a 15 mois.

Le choix portera sur des plants exempts de symptomes de viroses et d’autres maladies ou infestations
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parasitaires. Les boutures ne doivent étre ni trop ligneuses ni trop tendres. En effet, les boutures trop
ligneuses, trop épaisses ou trop minces reprennent mal, et celles trop vertes sont enclines aux maladies et
aux infections parasitaires. En regle générale, le diametre de la moelle ne doit pas dépasser 50% de celui
de la tige en coupe transversale (CTA, 1987). Le nombre de nceuds présent sur la bouture est également
important pour une bonne reprise. Ainsi, une bouture de 20 cm doit porter au moins 6 nceuds. Il faut
éviter d’endommager ’écorce de la bouture, car toute blessure est une porte ouverte a des micro-

organismes nuisibles.

Dans beaucoup de régions, le délai écoulé entre le prélevement des boutures et leur mise en terre a
un effet néfaste sur la pousse. Si un tel délai est inévitable, il est recommandé de conserver les boutures
dans un endroit ombragé, frais et humide. La tige sélectionnée pour le bouturage doit étre coupée a la
bonne longueur a 1’aide d’une lame bien tranchante. Une coupe a angle droit favorise la formation de

racines plus réguliéres qu’une coupe en diagonale.

Les boutures seront plantées verticalement ou inclinées. Mieux vaut éviter la plantation a plat qui
donne un nombre excessif de pousses et finalement un rendement médiocre (CTA, 1987). Cette pratique
est recommandée dans la multiplication rapide ou micropragation (IITA, 1990). Les distances de
plantation varient suivant les conditions et les pratiques locales de culture, mais une distance d’un métre
peut étre considerée comme suffisante, ce qui représente un dispositif de 10 000 plants par hectare. Dans
les régions séches ou moins fertiles, il est préférable d’espacer davantage les plants. L’entretien majeur du
champ consiste a faire 3 a 4 sarclages manuels pour lutter contre les adventices et les mouches blanches
(IITA, 1990).

1.2.2.2.3.2 Les techniques d’assainissement

A. L’assainissement des plantes & multiplication végétative

La sélection sanitaire couvre deux volets, le bouturage sélectif a partir de plants sains et
I’arrachage des plants infectés. Ces deux méthodes peuvent coexister et ont toutes les deux leur place
dans les programmes de lutte (Mallowa et al., 2011). La sélection des plants consiste a prélever des
boutures a partir des plants asymptomatiques pour créer des nouveaux champs (Fauquet and Fargette,
1990 ; Legg et al., 2006).

Dans le cas de la CMD, la sélection des boutures a partir des plants asymptomatiques a permis
d’obtenir des rendements équivalents a ceux des variétés résistantes (Mallowa et al., 2011). L’ impact de

la CMD sur le rendement est de plus de 70% pour les plantes originaires des boutures infectées alors
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qu’elle n’est que de 10% sur les plants initialement sains lorsque I’infection intervient 120 jours apres la

plantation (Fauquet and Fargette, 1990).

B. La thermothérapie

Les premiers travaux sur la thermothérapie couplée a la culture de tissus pour assainir les plants
atteints de la CMD ont été réalisé dans les années 70 (Kartha and Gamborg, 1975 ; Kaiser et Teemba,
1979;). Au Nigéria, les travaux de Adejare et Coutts ont permis d’obtenir un assainissement total apres
culture de tissus issus de plants de manioc malades et expositions a des températures de 35 a 38°C
pendant 30 jours (Adejare et Coutts, 1981). Au Ghana, Kwabena a obtenu les mémes résultats avec des
plants malades traités a 37°C pendant 30 jours (Kwabena, 2009). La thermothérapie réalisée directement
sur les boutures issues de plants atteint par la CMD a été initiée au Kenya (Kaiser et Louie, 1982). Aprés
une exposition a 37°C pendant 87 a 105 jours, 33 a 44% des boutures contaminées par la CMD ont été
assainies. Au Congo des clones assainis de manioc ont été évalues pour leur rendement (Mabanza et al.
1994 et 1997, Mabanza et Mahouka 2001)

C. La culture de tissus

La culture de tissus in vitro est utilisée pour régénérer des plantes complétes a partir d’explants
divers par prélevement des organes (bourgeon, méristeme, entre-nceud, feuille, anthére, ovule), ou de
fragments de tissus sur des pieds-meres, ou encore a partir de cellules isolées ou protoplastes (Lepoivre,
2003). Chez le manioc se sont principalement les méristemes apicaux qui sont utilisés (Mabanza &
Jonard 1981 et 1984). Ces méristemes sont prélevés sur les plantes méres généralement mises en
croissance pendant 30 jours a 37°C (IITA, 1990 ; Kwabana, 2009).

Les bourgeons apicaux sont mis en culture en croissance controlée a une température d’environs
25°C et une photopériode de 12 heures. Les microplants sont obtenus 8 a 10 semaines plus tard (IITA,
1990). Cette technique combinée a la thermothérapie a été utilisée avec efficacité pour décontaminer
certaines variétés de manioc des virus impliqués dans la CMD ou le CBSD (Adejare and Coutts, 1981 ;
Kartha and Gamborg, 1975 ; Kwabana, 2009). La combinaison de 1’assainissement, de la thermothérapie
et de la culture des tissus est considérée comme un excellent moyen pour améliorer la production du

manioc (Fauquet and Fargette, 1990).
X Les avantages de la culture in-vitro

Les avantages de cette technique sont multiples. En effet, la technique in-vitro permet :
1. La multiplication rapide des génotypes intéressants (élites) : régénération des nouvelles plantes

génétiquement identiques a partir d’un explant du départ.
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2. L’¢éradication des pathogenes : les plantes obtenues in-vitro sont exemptes d’infection virale.

3. La conservation ex-situ, a moyen terme des espéces menacées (en condition de croissance
ralentie).

4, La culture in-vitro est également un moyen efficace dans la procédure d’échange des ressources
génétiques.

5. Le raccourcissement des cycles de développement.

6. Le rajeunissement d’un végétal.

7. La facilité de stockage et conservation (au froid) de millions de plantes sur tres petites surfaces a

I’état sain et a 1’abri des contaminations.
o5 Milieux de culture in vitro

Un milieu de culture est une solution qui contient des éléments minéraux et organiques et
éventuellement des régulateurs de croissance (phytohormones). Chez certaines plantes ligneuses, les
antioxydants tels que le charbon actif et 1’acide ascorbique sont souvent ajoutés parce que ces espeéces
sécréetent des composés phénoliques qui non seulement brunissent le milieu mais entrainent souvent la
mort de I’explant (Auge, 1989).

Les milieux ainsi constitués sont liquides. Il est nécessaire de les solidifier par 1’ajout d’un
gélifiant (agar ou phytagel/gelrite) pour éviter que les explants ne tombent au fond des récipients et
s’asphyxient. Le métabolisme de 1’explant peut étre modifi¢ selon qu’il se trouve sur I’'un ou I’autre
milieu (Boccon-Gibod, 1989). Le pH du milieu et la concentration du gélifiant dans le milieu peuvent

influencer le développement de 1’explant (Gaspar, 1988).

v L’élément minéral

Les éléments minéraux sont constitués de macroéléments et de micro-éléments. Les
macroéléments interviennent en grande quantité ou a des concentrations élevées. Ce sont 1’azote (N), le
calcium (Ca), le potassium (K), soufre (S), phosphore (P) et le magnésium (Mg). Les micro-éléments
appelés parfois oligo-¢léments qui, bien qu’ils ne soient nécessaires a la plante qu’en faibles
concentrations, leur rdle est essentiel. Les principaux d’entre eux sont le fer (Fe), le cuivre (Cu), le zinc

(Zn), le molybdéne (Mo), le bore (B), le chlore (ClI), le cobalt (Co), le nickel (Ni), etc.

Il existe plusieurs solutions minérales utilisées comme milieu de culture : White (1957) ; Knop et
Sach (1960) ; Murashige et Skoog (1962) ; Gambord (1968). Actuellement, la solution minérale la plus

utilisée est celle de Murashige et Skoog et son complexe vitaminigue.

v Eléments organiques
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Sucres : Dans le cas de tissus végétaux placés en culture in vitro, I’assimilation chlorophyllienne est nulle
ou insuffisante pour assurer la survie et le développement de I’explant. D¢s lors, on ajoute des sucres, le
plus souvent du saccharose aux milieux de culture pour fournir a I’explant une source de carbone. Dans la
nature, les sucres sont fournis lors de la photosynthése a partir du gaz carbonique atmosphérique et de

I’eau du sol. Toutefois, certains sucres comme le glucose sont recommandés pour certaines especes.

Vitamines : Ce sont des molécules organiques requises en trés faibles quantités. L’emploi des vitamines
favorise le développement des explants en culture in vitro. Les vitamines les plus couramment utilisées en
Culture in vitro sont la riboflavine, la pyridoxine, la thiamine, I’acide nicotinique et le panthotenate de
calcium. Les combinaisons vitaminiques de Morel and Wetmore (1951), de Murashige and Skoog (1962)
ou de Nitsch and Nitsch (1965) sont les plus utilisées.

Les acides aminés : 11 a parfois été observé que I’apport d’acides aminés favorise la prolifération des

cals, des bourgeons et des embryons somatiques.

Les régulateurs de croissance : Les régulateurs de croissance sont des substances chimiques
synthétisées naturellement par la plante ou de maniere artificielle et qui en faibles concentrations,
exercent un effet bénéfique sur certains processus physiologiques en régulant le développement et la
croissance des explants (Hopkins, 2003). Aucun régulateur de croissance n’a donc une action spécifique.
Les régulateurs de croissances agissent en synergie et leur fonctionnement dépend de leur concentration
relative. On distingue cing grands groupes de régulateurs de croissance : les auxines, les cytokinines, les

gibbérellines, 1’éthyléne et 1’acide abscissique.

o Auxines : Le terme auxine vient du grec auxein qui veut dire accroitre. 1l désigne toute substance
chimique qui favorise la croissance des cellules. L’auxine naturelle que 1’on extrait des végétaux est acide
-3- indole acétique (AIA) ; elle est principalement synthétisée dans le méristeme apical des pousses. Elle
n’a d’effet que si sa concentration se situe entre 108-10° Mmol/l. 1l existe actuellement des auxines
synthétiques : 1’acide 2,4 Dichlorophenoxyacétique (2,4-D), 1’acide naphtaléne acétique (ANA), I’acide
indole butyrique (AIB) (Campbell, 2000).

g H H

Formule chimique de I’auxine
40



L’auxine intervient en général dans 1’allongement cellulaire, dans la stimulation de la division

cellulaire, ce qui conduit a la formation d’une cal (amas de cellules indifférenciées), dans la rhizogenése.

o Cytokinines : Les Cytokinines sont des adénines substituées. Elles sont produites dans les tissus
en croissance active, en particulier dans les racines, les embryons et les fruits (Campbell, 2000). La plus
répandue des Cytokinines végétales naturelles est la zéatine (découverte dans Zeamays). Il existe
actuellement plusieurs Cytokinines synthétiques dont la Kinétine et la benzylaminopurique (BAP).
Conjointement avec [’auxine, les Cytokinines stimulent la division cellulaire et influence sur la

différenciation.
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Formule chimique de cytokine

o Gibbérellines : Les gibbérellines (GA3) sont des diterpenes (molécules a 20 carbones) formeés a
partir de I’isopréne. Elles sont produites en abondance dans les racines et les jeunes feuilles. Elles

stimulent la croissance des entre-nceuds. La plus répandue est 1’acide gibbérellique (Campbell, 2000).

HO o

HO 0

H.C Ch;

HO OH

Formule chimique de la gibbérelline
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CHAPITRE Il : MATERIEL ET
METHODES

42



2.1 Zone d’étude

La zone CEMAC regroupe six pays qui sont : le Cameroun, la Centrafrique, le Congo, le Gabon,
la Guinée Equatoriale et le Tchad. Elle couvre au total un territoire de 302 millions d’hectares. Les terres
arables et les cultures pérennes occupent 13,2 millions d’ha dont seulement 40 000 ha de terres irriguées.
La région bénéficie cependant d’une grande disponibilité de réserve en eau (surtout dans les grandes
plaines inondées du Congo, de la RCA et les importantes nappes souterraines du Tchad). Les écosystemes
sont largement dominés par la forét, les terres arables et les paturages (65 millions d’ha) (FAOSTAT
2008).

La population de la CEMAC est estimée en 2000 a environ 53 millions habitants, dont 65% vivent
en milieu rural (FAOSTAT, 2017). Le taux moyen de croissance annuel est de 2,7%. La population est tres
inégalement répartie tant entre les pays qu’a I’intérieur des états. La densité varie de 5 habitants au km?en

Centrafrique a 30 habitants au km2 au Cameroun (FAO, 2002).

Les pays de la CEMAC se caractérisent par une grande diversité climatique (climats tropicaux
humides et équatoriaux sur la plus grande partie, mais aussi climats soudano-sahélien, sahélien et
saharien). Il en résulte ainsi une grande diversité agro-écologique du nord au sud :

v La zone forestiere plus étendue, couvre plus de la moitié de la superficie de la région (157 millions
d’ha) et comprend le Congo, le Gabon, la Guinée Equatoriale, le sud Cameroun, le sud-ouest et sud-est de
la RCA. Cette zone est propice a la production des racines (manioc), des tubercules (igname, taro,) des
fruits (banane, plantain) et des cultures d’exportation (café, cacao, palmier a huile, hévéa). Elle reccle
¢galement d’importantes ressources forestiéres (bois), halieutiques et fauniques.

v La zone guinéenne est une zone de transition entre la forét et la zone soudano-sahélienne. Elle est
favorable a la production des racines (manioc) des tubercules (ignames, taro,) de céréales (mais, sorgho,
riz). C’est également une zone de grands paturages propices a 1’¢levage du gros bétail.

v La zone soudano-sahélienne couvre la partie septentrionale du Cameroun et de la RCA ainsi que le
sud du Tchad. Cette zone est favorable a la production des céréales (mil, sorgho, mais, riz), des cultures
fruitiéres et maraicheéres, a la culture du coton et des oléagineux (arachide). C’est également une zone de
production animale grace a 1’étendue et a la richesse de ses paturages naturels.

4 La zone sahélienne couvre le nord du Tchad et I’est de la RCA. Elle convient surtout a la
production des dates dans les oasis, et a I’¢levage des chameaux, des anes.

v La zone saharienne, une zone désertique représentée uniquement du Tchad ou elle couvre 60,7%
du territoire au nord, soit 780 000 km?. Des points de végétation se rencontrent essentiellement dans les
0asis ou existent des palmiers, puis des parcours clairsemés, utilisés par des élévages caamelins et caprins

nomades.
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Figure 16 : Carte de la zone d’étude. Source : PRASAC
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2.2. Site de collecte des échantillons

Les collectes des échantillons ont été réalisées dans les sites conjointement identifiés par les acteurs du
module 4 du projet PRASAC (Annexe..), sur la base des critéres agro écologiques et selon les
problématiques communes & au-moins deux pays de la zone du projet. Cependant, pour des raisons
d’ordre matériel et financier d’une part et de calendrier d’autre part, tous les sites retenus n’ont pas été
couverts. Le choix des villages de chaque site a été déterminé en fonction de ’accessibilité, les ménages
sur la base du volontariat et surtout de la disponibilit¢ de I’agriculteur a conduire I’enquéteur dans son
champ. Les zones agro écologiques choisis sont réprésentés dans le tableau 5 et les sites dans la figure 17.
Pour des raisons évoquées ci-dessus, le nombre de sites est inégalement réparti selon les zones de culture
dans chaque pays, il y a : 1 site au Cameroun (Matomb), 3 sites en Centrafrique (Pissa, Sibut et Yaloké),
2 site au Congo (Odziba et Ngo), 1 site au Gabon (Matobo), 2 site en Guinée Equatoriale (Bioko et
Evaniyong) et 2 sites au Tchad (Kélo et Sarh). Chaque site regroupe plusieurs localités ou villages.

Tableau 4 : Caractéristiques agro écologiques de la zone de 1’étude

Pays Zone agro écologique Sites

Cameroun Forét humide a pluviométrie monomodale Matomb

Forét humide décidue Yalokeé
RCA ) o ) )

Forét humide semi decidue Pissa ; Sibut
Congo Savane arbustives humides Odziba et Ngo
Gabon Forét humide semi décidue sempervirente Matobo (Franceville)
Tchad Savane Soudano-Guinéenne Sarh, Kelo
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Figure 17 : Sites d’échantillonnage selon les pays
2.3 Site d’expérimentation

2.3.1 Site d’expérimentation champs école paysan

Site d’expérimentation champs école paysan se trouve a Pissa sur la route de M’baiki a 72 km de
Bangui & 04°07.529”’ de latitude Nord et 018°14.105”” de longitude Est et a 234 m d’altitude (Figure 25).
Ce site dont la végétation naturelle est une forét tropicale humide (Favrichon et al., 2008) est caractérisé
par une végétation herbacée parsemée de quelques arbustes. Elle est dominée par Brachiaria sp. et
Chromolaena odorata (L). C’est un site de longue jachére (10 ans) utilisé jadis pour la culture de riz
pluvial. Le climat est de type guinéen-forestier caractérisé par une saison pluvieuse longue de 8 mois (de
mars a octobre) et une saison seche qui dure 4 mois (de novembre a février). Pendant la saison seche se
produisent quelques pluies appelées la « pluie des mangues ». Ces petites pluies favorisent la floraison du
manguier. La pluviométrie moyenne annuelle varie entre 1500 et 1600 mm (Aubreville, 1950).
L’humidité relative de I’air est de 70%. La température moyenne mensuelle varie entre 24°C et 27°C. Le
sol du site d’étude présente une texture argilo-sableuse, rouge, caractéristique d’un sol ferralitique. Ce

type de sol est le plus souvent riche en éléments nutritifs mais ils sont acides et fragiles (Boulevert, 1986).
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Figure 18 : Site d’expérimentation du champ école paysan (Kosh et al, 2017)

2.3.2 Lieu de I’expérimentation in vitro

La culture in vitro a été réalisée au Laboratoire des Sciences Biologiques et Agronomiques pour le
dévéloppement (LASBAD). Ce laboratoire situé dans I’enceinte de 1’Université de Bangui, au 1°
Arrondissement de la ville de Bangui dépend de la Faculté des Sciences de 1’Université de Bangui. Ses
axes de recherches sont orientés vers le développement, et particulierement vers la microbiologie, la

biotechnologie végétale, la phytopathologie et les Sciences de la Nutrition.
2.4 Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué des feuilles déshydratées de manioc de tous les pays de la
CEMAC (Figure 17) et de boutures de quelques variétés de manioc les plus cultivées par producteurs de
manioc en RCA (Figure 18 et 19).
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Figure 19 : Echantillons de feuilles de manioc déshydratées.

Figure 21 : Le cultivar six-mois présentant les symptémes de la mosaique
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2.4.1 Matériel de terrain

Le matériel de terrain comprend en générale des pinces, des ciseaux, des enveloppes, des gants,
des blocs notes, des stylos, des fiches de prélevement, de décamétre, de machettes, de cordes, de houes,
de dabas, des balances mécaniques, de mettre ruban, de classeurs, des fiches de collecte, de GPS...

2.4.2 Matériel de laboratoire

Le matériel de laboratoire est constitué de : un thermocycleur, un bain marie, un vortex, un
ensemble de dispositif pour 1’¢électrophorése (cuve de migration, une lampe UV, un générateur), des
micropipettes (10ul, 20ul, 100ul, 200ul, 1000ul), des plaques PCR de 48 et 90 puits, des broyeurs

électrique et mécanique, une micro-onde...

2.5 Méthodes

2.5.1 Caracterisation moléculaire des begomovirus impliquées dans la MAM dans tous les
pays de la CEMAC

2.5.1.1 Echantillonnage

La figure 20 présente les localités d’échantillonnage de feuilles de manioc. 535 echantillons feuilles
de manioc ont été collectés dans les localités des sites agro climatiques. Soit 92 au Cameroun, 81 au
Congo, 36 au Gabon, 30 Guinée Equatoriale, 152 en RCA et 142 au Tchad.

2.5.1.2 Prélevement des échantillons

Les échantillons ont été prélevés sur les plants de manioc présentant des symptémes de mosaique et
mis dans des enveloppes sur lesquelles certaines informations ont été énumeérées : la localité, le nom de la
variété, les coordonnées géographiques, niveau de sévérité, date de prélévement. Le prélevement des
échantillons a été effectué selon la méthode de 5 carrés appliquée par Zinga et ses collaborateurs en 2008.
Au total 535 échantillons provenant des six pays de la CEMAC, ont été collectés, déshydratés et envoyés
au LASBAD pour la détection des virus puis une partie a été acheminée au CIRAD 3P pour I’obtention

des génomes entiers.

La purification d’ADN et le clonage ont été effectués au CIRAD, le sequengage a été fait au Pays
Bas au Macrogen. Ceci uniquement sur les échantillons du Congo, du Gabon et de la Guinée Equatoriale
car les séquences completes des génomes viraux du Cameroun, de la Centrafrique et du Tchad ont été
obtenus récemment, respectivement par Akindade et al en 2010 et Zinga et al en 2012. La détection des

espéces virales du Congo et du Gabon a été faite par Ntawuruhunga et Legg en 2007 ; Legg and Fauquet
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en 2004 respectivement. Concernant les begomovirus de la Guinée Equatoriale ni le diagnostic

moléculaire ni le séquengage des especes virales n’ont été réalisés.

2.5.1.3. Extraction d’ADN total

Les molécules d’ADN ont éte extraites par 1’utilisation soit du Cétyl Trimethyl Ammonium
Bromide (CTAB) selon le protocole de Doyle and Doyle (1987) soit du kit DNAeasye de Qiagen
(France).

2.5.1.3.1 Extraction par le CTAB

L’extraction de I’ADN total des échantillons de jeunes feuilles présentant les symptémes de la
mosaique a été faite selon le protocole de Doyle et Doyle (1987). Un poids de 0,3 g de feuilles a été broyé
dans le tampon d’extraction CTAB (2% hexadecyltrimethylammonium bromide, 1,4 M NaCl, 0.2 %
mercaptoethanol, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCI, pH 8,0) et chauffé a 65°C pendant 5 mn sous
agitation. Apres centrifugation & 6000 g, un égal volume de mélange de chloroforme et d’alcool
isoamylique (24 :1) a été ajouté. Cet ajout permet de débarrasser le mélange des débris en suspension
dans la phase aqueuse. La phase aqueuse a été ensuite transférée dans un nouveau tube et 2/3
d’isopropanol a été ajouté pour permettre la précipitation des acides nucléiques. Les acides nucléiques
apres un ringage avec 500 pl d’éthanol (70%) pendant au moins 20 mn ont été recueillis dans un volume
de 50 pl de tampon TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 7,4) selon la masse de culot obtenu.

2.5.1.3.2. Extraction a I’aide du Kit DNeasy® de Qiagen

L’ADN total a été extrait des feuilles des plantes malades a 1’aide du kit DNAeasye (Qiagen,
France). 20 mg de feuilles de manioc déshydratées ont été pesées, broyées et extraites tout en respectant
le protocole préconisé par Qiagen France. Aprées 1’élution nous avons obtenu un volume total de 50 pl

pour chaque échantillon et 1’éluat est stocké a — 20°C.

2.5.1.4 Amplification PCR des begomovirus du manioc

2.5.1.4.1 Amorces utilisées
Les amorces consignées dans le Tableau 5 ont été utilisées pour la détection des Begomovirus dans

les échantillons.

2.5.1.4.2 Composition des mix et programmes PCR

Les réactions PCR ont été conduites selon respectivement les protocoles de Navot et al. (1991),
Wyatt et Brown (1996), Briddon et al. (2002), Bull et al. (2003) et Delatte et al. (2005). Les mix et les
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programmes PCR ont été conformes aux indications des auteurs

d’amorces, le volume final de la réaction était de 25 pl.

ci-dessus. Pour les deux couples

> Mix PCR au LASBAD pour un échantillon
Produits Quantité (ul)

Eau (HPLC) 13,5

Buffer 2,5

25mMMgCI2 15

Taq Pol. 1

DNTPs 2,5

Primer 1 1

Primer 2 1

ADN 2

Total 25

> Mix PCR au CIRAD pour un échantillon
Produits Quantité (ul)

Eau (HPLC) 11,8

Buffer 5

25mMMgCI2 15

Taq Pol. 0,2

DNTPs 2,5

Primer 1 1

Primer 2 1

ADN 2

Total 25

> Programme d’amplification pour les amorces universelles
5min——mm—> 94°C

1min——— 94°C }
30s—> 55°C x 30 cycles
Imin————> 72°C

5min——— 72°C
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Programme d’amplification pour les amorces spécifiques

S5min———> 94°C
I1min———> 94°C
30s—> 57°C } x 30 cycles
Imin———> 72°C
S5mn—— > 72°C

Tableau 5 : couples d’amorces utilisés pour 1

“amplification d’ADN des virus

Amorces utilisées au LASBAD

Espéces virales Couple Séquences des amorces (5°-3) Taille attendue des
d’amorces amplicons (pb)
CMGs (Zinga et al, 2012) VD1863 TCRTCAATGACGTTGTACCA
C12D2391 TTTCCAYCCVAACATTCARGG 520
ACMV (Zinga et al, VD590 CCTTGGTATCTGTAAGGTGA
2012) C1410 CAACAACGACCATTCCTGCT 820
EACMV-UG (Zinga et al, V590ACMV CCTTGGTATCTGTAAGGTGA
2012) R2271EACMV CCAGCATTTAGCTCAGGT 900
EACMCYV (Fondong et al, VNF031 GGATACAGATAGGGTTCCCAC
2000) VNF032 GACGAGGACAAGAATTCCAAT 600
EACMV (Fondong et al, VNF033 CCGTAACTTGGAGAGTGTTTA
2020) VNF034 GGATGAGGAAAAGAATCAGTC 1000

Amorces utilisées au CIRAD (Harimalala et al., 2014)

Espéces virales Couple Séquences des amorces (5°-3) Taille attendue des
d’amorces amplicons (pb)
CMGs VD1863 TCRTCAATGACGTTGTACCA 528
C6D2391 TTTCCAYCCVAACATTCA
ACMV VD590 CCTTGGTATCTGTAAGGTR 820
C1410 CAACAACGACCATTCCTGCT
EACMV F316 GGTTCTACGGTGTAAGAG 2173
R2489 TGCCTCATCTCCATGTTC
EACMCV F1197 ACATGATGCACTGCATCT 522
R1719 GAGGACAAGAATTCCCAATC

CMG : cassava mosaic geminivirus ; ACMV : African cassava mosaic virus ; EACMV : African cassava

mosaic virus ; EACMCV: East African cassava mosaic Cameroun virus
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2.5.1.5 Electrophorése sur gel d’agarose

Le gel d’agarose (Sigma grade biologie moléculaire RNase free) a 1 % (p/v) a été préparé dans du
tampon TAE (100 mMTrizma base, 100 mM acide acétique, 2 mM EDTA) puis coulé sur le support de gel
pour 1’¢lectrophorése. La cuve d’électrophorése a été remplie avec le tampon TAE (1%) jusqu’a immersion
totale du gel. Une quantité de 10 pl d’amplicon PCR a été déposée dans les puits du gel d’agarose a 1%. La
migration électrophorétique a été faite a 110 volts pendant 1 h pour la grande cuve d’¢électrophorése et a 120
volts pendant 30 min pour la petite cuve au LASBAD. La visualisation du gel a été réalisée sous UV apres

immersion successive de 10 min dans des bains de bromure d’éthidium (BET) et de ringage.

2.5.1.6. Séquencage partiel des produits PCR

En vue de séquencer les produits PCR apres les tests de diagnostic, des réactions ont été conduites
dans un volume final de 50 pl. Les 10 pl ont été déposés sur le gel d’agarose (1%) afin de vérifier la taille des
amplicons et les 40 pl restant ont été purifiés a 1’aide du kit de purification commercial GFXtm PCR DNA et
Gel Band Purification kit (GE Healthcare). La concentration finale des produits PCR a été dosée a 1’aide d’un
Nanodrop. Ces produits purifiés et ramenés a une concentration finale de 20 ng/ul ont été envoyés a la

compagnie Macrogen, Europe (Pays Bas), pour le séquencage.

2.5.1.7. Clonage des génomes complets (ADN génomiques)

a) Amplification en cercle roulant ou Rolling Circle Amplification (RCA)

L’ADN total extrait par DNAeasy® a été soumis a une réaction d’amplification en cercle roulant
(RCA) utilisant le kit TempliPhi (GE Healthcare). L’ADN polymérase du bactériophage Phi29 amplifie
I’ADN circulaire des Geminivirus en utilisant des hexamers comme amorces (Figure 21), (Inoue-Nagata
et al., 2004). Les extraits d’ADN totaux contenaient potenticllement des génomes viraux circulaires
pouvant servir de matrice a la polymérase Phi29. Pour I’amplification de chaque échantillon qui a lieu
selon le protocole fourni par le kit, 2,5 pl d’extrait d’ADN ont été ajoutés a 3 pl de tampon d’échantillon,
et le mélange est chauffé 3 min a 95 °C. Apres refroidissement a 12 °C, 5 ul de tampon de réaction
(Reaction Buffer) et 0,2 ul de mélange enzymatique (fournis par le kit) sont ajoutés avant une période
d’incubation de 20 h a une température constante de 30 °C au thermocycleur (type GeneAmp PCR

System 9700).
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Figure 22 : Schéma du principe d’amplification par Phi 29 (Rolling circle Amplification ; source : Inoue-
Nagata et al., 2004). Etape 1 : Les amorces s’accrochent a I’ADN cible ainsi que la polymérase du phage
Phi 29 ; Etape 2 : Extension et synthése d’un nouveau brin ; Etape 3 : Le processus d’amplification se
répéte sur les nouveaux brins d’ADN formés ; Etape 4 : Digestion avec une enzyme de restriction

appropriée.

Les enzymes de restrictions
Les enzymes de restrictions coupent les doubles brins d’ADN en un point précis (Figure 22). Ceux utilisés

dans ce travail sont le BamHI et EcoRl.
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Figure 23 : Action des enzymes de restrictions BamHI et ECoRI générent des extremités simples brins
susceptibles de s'apparier avec d'autres simples brins en suivant la régle de complémentarité des bases, ce
sont des extrémités cohésives (« bouts collants »). A gauche : BamHI coupe le brin d’ADN entre les

deux nucléotides G G ; A droite: EcoRI coupe quant a lui entre G et A,
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b) Préparation des inserts

Les ADN viraux amplifiés par la polymérase Phi 29 ont été digérés par une endonucléase (BamHlI
ou EcoRl) afin d’obtenir des monomeéres linéarisés. Pour ce faire, le mélange réactionnel composé de 12
ul du produit amplifié, de 1 pl d’enzyme de restriction (BamHI ou EcoRl), de 2 ul de solution tampon
(100 mMNacCl, 50 mM Tris-HCI, 10 mM de MgCl12, 1 mM de Dithiothreitol) et 5 ul d’eau a été incubé a
37 °C pendant 3 h. Les produits issus de cette derniéere réaction ont été déposés sur un gel d’agarose (1%
p/v). Apres 2 h de migration sous une tension de 110 V, le gel a été placé dans une solution révélatrice
(SyberSafe) durant 20 minutes. Les bandes d’intérét situées a environ 0,6 kb, 1,3 kb et 3 kb ont été
révélées a 1’aide d’une lumiere bleue, afin d’éviter les dégradations de ’ADN par les UV, et ont été
découpées. Ces bandes d’intérét ont été purifiées a 1’aide du kit de nettoyage de I’ADN GFXTM PCR
DNA and Gel Band Purification kit (GE Healthcare).

c) Préparation du vecteur de clonage pPGEM®-3Zf (+)

La souche bactérienne Escherichia coli JM109 portant le vecteur de clonage pGEM®-3Zf (+),
conserve a -80 °C, a été mis en culture a 37 °C pendant une nuit dans 5 ml de milieu nutritif liquide
Lauria Bertani (LB) contenant 5 pl d’ampicilline (1%o). Le vecteur pPGEM®-3Zf (+) a été extrait de la
culture bactérienne a 1’aide du kit d’extraction plasmidique QIAprep® Spin Miniprep kit (QIAGEN). Le
plasmide pPGEM®-3Zf (+) (Figure 23) a ensuite été digéré avec la méme enzyme de restriction (BamHI
ou EcoRI) que celle utilisée pour la préparation des inserts d’ADN viraux et satellites amplifiés par la
polymérase Phi29, afin d’obtenir des extrémités compatibles avec celles de I’insert. Pour 1’ouverture du
vecteur, le mélange réactionnel était composé de : 4 ul de tampon 10X, 2 pl d’enzyme de restriction, 4 pl
d’eau et 30 pl d’extraction d’ADN plasmidique. L’ADN plasmidique digéré a été dosé au Nanodrop et
ajusté a 50 ng/pl.

PGEM"-321(+) A e
Veclors > ‘ba

Figure 24 : Représentation du vecteur pPGEMg-3Zf(+) (source : Promega)
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d) Criblage des colonies et extraction plasmidique

La sélection des colonies ayant intégré le plasmide recombinant s’est fait en deux phases. La
premiére sélection était baseée sur la résistance des bactéries portant le plasmide recombinant a
I’ampicilline intégrée dans le milieu de culture. La deuxiéme sélection (criblage blanc-bleu) portait sur
I’expression du geéne LacZ induite par 1’isopropyl B —D-1- thiogalactopyranoside (IPTG) qui a abouti a la
synthése de B-galactosidase permettant de métaboliser le X-Gal en produisant une coloration bleue
(Figure 24). Par conséquent, les colonies bactériennes qui avaient incorporé un plasmide recombinant

n’avaient pas de géne LacZ fonctionnel et avaient une coloration blanche.
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Figure 25 : Représentation des étapes de ligation, de transformation et de criblage des colonies

transformées

Cette seconde sélection a permis de distinguer les bactéries ayant incorporé un plasmide
recombinant (colonies blanches, gene Lac Z inactivé) de celles ayant intégré un plasmide non
recombinant (colonies bleues, géne LacZ fonctionnel). Afin de controler la présence et la taille des
inserts, les colonies blanches ont été testées par PCR avec les amorces M13 Forward (M13 F) et Reverse
(M13 R). Les amorces utilisées se sont fixées sur le plasmide, en marge de I’insert, aboutissant a
I’amplification de I’insert ainsi qu’un fragment du plasmide (cassette) de part et d’autre de I’insert. La

taille du produit attendue était d’environ 3 kb pour un génome viral.
e) Séquencage des clones viraux

Une fois identifiées, les colonies contenant 1’insert ont été préparées pour le séquengage. Les
cellules bactériennes ont donc été mises en culture pendant une nuit a 37°C. Les plasmides ont été extraits
a ’aide du kit QIAprep Spin Miniprep (QIAGEN) dans un volume final de 50 ul et les concentrations

ajustées a 100 ng/ul. Le séquengage a été réalisé par la méthode Sanger par Macrogen Inc., Europe.
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2.5.1.8 Traitement des données
Les taux d’incidence moléculaire des géminivirus détectés par PCR dans chaque pays a été défini
selon les formules suivantes : pour les CMGs, IM= X échantillons détectés par les amorces universelles/
échantillons ; pour la recherche des espéces specifiques, IM= X échantillons détectés par les amorces

spécifiques / X échantillons détectés par CMGs.

Pour mieux comprendre les informations génétiques générées, des outils de la bioinformatique ont
¢été utilisés. Les fragments de séquencage appelés "contigs" ont été assemblés a I’aide du logiciel
DNAMAN (version 5.2.2, Lynnon Biosoft, Quebec, Canada). Une fois, les séquences consensus
obtenues, 1’algorithme BLASTn (NCBI) a été utilisé pour la recherche de 1’identité des virus. Toutes les
séquences obtenues ont été alignées par MUSCLE (Edgar RC, 2004) implémenté sous MEGAG6 (Tamura
et al., 2007). La reconstruction phylogénétique a été réalisée en utilisant PHYML (Castresana J, 2000)
comme le meilleur modéle d'évolution de séquence. L’arbre a été construit par Treedyn (Chevenet F,
2006).

2.5.2 Evaluation de I’impact de la MAM sur les variétés de manioc par une approche champ
école paysan

2.5.2.1 Echantillonnage

L’échantillonnage des boutures a été effectué de deux maniéres différentes. D une part, des
boutures du manioc des trois variétés (Rendre, Togo blanc et Gabon) ont été prélevées sur le parc a bois
du LASBAD qui se trouvait a Kapou a 50 km de Bangui et ont été amenées sur le site d’expérimentation.
D’autre part les paysans ont échantillonné les boutures de ces mémes variétés et ont amené sur le méme
site d’expérimentation. Un champ école paysan avec un groupement constitué de 22 producteurs du
manioc dont 12 femmes et 10 hommes, a été mis en place pour montrer de bonnes pratiques culturales
aux paysans producteurs du manioc. Les boutures utilisées sont issues de trois cultivars de manioc les
plus cultivées par la population centrafricaine, ce sont : les cultivars Togo blanc et Gabon sont des
cultivars introduits et le cultivar Rendre qui est un cultivar local. Les caractéristiques de ces cultuvars sont

décrites dans le tableau 4.
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Tableau 6 : Caractéristiques des variétés utilisées

Variété Rendre Togo blanc Gabon
Type de manioc Amer Doux Doux
Couleur de tiges Violette Blanche Brune
Couleur de feuilles Violette verte verte
Couleur des racines épluchées blanche blanche blanche
Période de récolte 12-24 mois 12-18 mois 16-20 mois
Présence de la mosaique +++ 0 +
Rendement Bon Bon Moyen
Caracteres organoleptiques Bon Bon Bon

+++ : Forte présence de la mosaique ; 0 : absence de la mosaique ; + : faible présence de la mosaique

2.5.2.4 Conduite expérimentale

Le plan parcellaire est constitué de deux sous parcelles de 38 m x 26 m (988 m?) : une parcelle
pour les techniques culturales des paysans (TCP) ou Farmers Farming Techniques (FFT) et une autre pour
les techniques culturales conventionnelles (TCC) ou Conventionnal Farming Techniques (CFT).

La parcelle des paysans était randomisée avec une distribution aléatoire ; la distance entre les
pieds de manioc variant de 50 a 80 cm, la longueur des micro-boutures n’était pas constante, elle est de 20
a 35 cm. Au total 816 boutures de manioc ont été plantées dans la parcelle des producteurs (Figure 26).

La parcelle expérimentale est constituée de 6 sous-parcelles de 10 m? de surface. L’espacement
entre les parcelles élémentaires était de 2 m, la distance entre les pieds de manioc était de Imx1m, et la
longueur de micro-boutures était de 25 m. Le nombre total de plants de manioc était de 600 (Figure 26).

La parcelle conventionnelle a été sarclée tous les 3 trois soit 4 fois avant la récolte contrairement

a la parcelle des paysans.
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Figure 26 : Dispositif parcellaire, En haut : dispositif pour la technique conventionnelle,

En bas : dispositif pour la technique traditionnelle, Surface des parcelles : 38 m X 26m= 988 m?
X =Rendre, y =Gabon, z = Togo blanc

2.5.2.5 Collecte des feuilles pour la détection des Begomovirus du manioc

Pour les 2 parcelles, 10 échantillons de feuilles de manioc du cultivar Togo blanc asymptomatique
ont ete prélevés et amenes au LASBAD pour la détection des virus afin de vérifier son état phytosanitaire.
200 mg des échantillons de feuilles de manioc déshydratées ont été pesés, broyés et extraits a I’aide d’un
kit CATB (Cetyl trimethyl ammonium bromide) (cf. 2.1.2.2.1). La détection des Begomovirus sur des
échantillons de feuilles a été réalisée par la méthode PCR (cf. 2.1.2.3) en utilisant des amorces
universelles qui reconnaissent toutes Ce sont

les espéces. la paire damorces VD1863 /

TCRTCAATGACGTTGTACCA and C12D2391 / TTTCCAYCCVAACATTCARGG.
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2.5.2.6 Analyse et traitement des données

A la récolte des paramétres phytosanitaires et agronomiques suivants ont été analysés pour la
comparaison entre les pratiques culturales paysannes et celles améliorées et également entre les variétés.
Ces parametres sont les suivants : I’incidence et la sévérité de la mosaique, la densité des mouches
blanches, la hauteur et la circonference des tiges, le nombre de tubercules et le poids des racines. Ils ont

été mesurés par pieds par cultivars et par pratiques culturales.

Les données ont été saisies et codées sur la feuille de calcul Excel version 2010 et toutes les
données ont été soumises au test ANOVA (modéle Anova.9) sur le logiciel XLSTAT et les histogrammes

ont été construits a l'aide du tableau croisé dynamique.

2.5.3 Lutte contre la MAM par I’utilisation des boutures de manioc infectées assainies

2.5.3.1 Echantillonnage
Des boutures d’un cultivar de manioc « six-mois » tres sensible a la mosaique mais beaucoup

préférée par les producteurs de manioc en Centrafrique est utilisé comme matériel. Les boutures ont été
prélevées sur des tiges de manioc agées de 12 mois dont les feuilles présentaient des symptomes de la
mosaique avec une sévérité moyenne de 3,5 selon 1’échelle de I’'TITA. Ces boutures ont été collectées a
Pissa a 74 km de Bangui et transférées au Laboratoire des Sciences Biologiques et Agronomiques pour le
Développement (LASBAD) pour étre assainies.

2.5.3.2 Traitement par la thermothérapie

Des tiges du cultivar six mois ont été découpées en bouture de 25 cm donnant au total 100 micro
boutures. Ces boutures ont été trempées dans la solution d’eau de javel a 10%, puis rincées a 1’eau de
robinet, ensuite repiquées dans des sachets polyéthylenes noirs contenant du sol stérile. Les boutures
repiquées ont été acheminées dans la salle de thermothérapie pour étre placées dans des bacs a culture,
elles ont été arrosées tous les 48 h. La température dans cette enceinte était maintenue a 40°C. La photo
périodicité est de 16 h /8. Ces plantes ont été donc maintenues sous ces conditions pendant deux semaines

avant de faire I’objet des essais expérimentaux.

2.5.3.3 Préparation des milieux de culture

Les milieux de culture in vitro ont été apprétés pour 1’ensemencement des explants. C’est une
étape essentielle qui nécessite beaucoup d’attention et de précaution car les erreurs dans la préparation des

milieux de culture seront les causes principales d’échecs cotiteux (Street, 1971).
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Le milieu de base adopté pour la culture des explants est le milieu de Murashige and Skoog (4,49)
pour un litre de solution auquel nous avons ajouté 100mg de myoinositol, 30g de Sucrose, 1mg de
thiamine, 1,5mg de Pyridoxine.et des phytohormones telles 0,02mg d’ANA ; 0,05mg de BAP ; 0,02mg de
GA:z (Annexe 1).

Le pH du milieu a été ajusté a 5,7 (pH-métre METROHM) a I’aide d’une solution de HC1 0,1N ou
NaOH 0,1N. Ensuite nous avons ajusté le niveau de la solution a un litre. Une partie de la solution a été
prélevée pour y ajouter 3,5 g de Phytagel et stérilisée. La solution sortie de la micro-onde a été mélangée
avec la solution qui est restée dans I’erlenmeyer sur 1’agitateur magnétique. La solution issue du mélange
a été coulée dans des tubes a essai et stérilisée a 1’autoclave (autoclave SULZER) a 121 °C pendant 30
minutes. Aprés la stérilisation, les milieux ont été refroidis et stockés dans un réfrigérateur pour étre

utilisés lors de I’ensemencement.

2.5.3.4. Culture des méristemes et des fragments de tiges

Le lendemain de la préparation des milieux de culture, les explants prélevés des apex des tiges de
manioc, ont été lavés avec de 1’eau de robinet pendant 5 mn puis ils ont été transférés sous la hotte a flux
laminaire. De 1’eau de javel (10 %) a été ajoutée sur les explants introduits dans des bocaux, le tout a été
agité pendant 5 mn. Les explants ont ensuite été¢ placés dans ’alcool a 70 % pendant 5 mn tout en
remuant lentement. Enfin ils ont été rincés avec de I’eau stérile 3 fois pendant 5 mn tout en agitant

vigoureusement les bocaux pour se débarrasser totalement des produits utilisés.

Dans cette étude, nous avons utilisé deux méthodes de culture : ’ensemencement & partir des
méristéemes et celui a partir des fragments de tige. Ces explants ont été prélevés a l'aide d'une lame de
scalpel sous une hotte a flux laminaire horizontale (MECAPLEX) et déposés dans le milieu de culture ou milieu
d’initiation.

Le prélevement des meristemes a éteé faite en utilisant un microscope stéréoscopique pour

débarrasser 1’enveloppe foliaire des ébauches. Par contre les fragments de tiges ont été prélevés de telle

maniére que chaque fragment comprend un neeud.

Les tissus ensemencés ont été transférés dans la salle d’acclimations sous une température de 18°C

et un éclairement de lumiére de 3000 Lux avec une photo périodicité de 16 H/8.

2.5.3.5 Multiplication in vitro

Apreés la régénération, des vitroplants ont été extraits des tubes sous la hotte et découpés en

microboutures uninodales qui ont été repiquées sur un milieu de prolifération. Cette opération a été répétée
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pendant plusieurs fois en éliminant systématiquement le bourgeon apical, ainsi que les nceuds de base présentant les

feuilles jaunies.

2.5.3.6 Sevrage des vitro plants

Aprés quelques mois de multiplication des vitro plants ont été sevrés, selon le protocole de
Otabo et Mabanza, 1996. Des vitro plants ayant au moins 3 feuilles, 3 racines et une taille de 5 cm ont été
choisis pour réaliser cette opération. Le substrat a été soumis a une stérilisation humide a 1’autoclave
pendant 30 min a 120°C.

Les microplants extraits des tubes ont été rincés avec de 1’eau pour éliminer la gélose puis ils ont
été introduits directement dans le substrat. L’ensemble a été placé immédiatement dans le bac de sevrage

et a été mis en régenération sous un endroit humide protégé contre les insectes vecteurs de la mosaique.

2.5.3.8 Durcissement

C’est le passage des microplants en pépinic¢res. Les microplants ont été prélevés et repiqués
immédiatement dans le nouveau substrat stérilisé. L’ensemble a été mis en régénération sous le méme

endroit humide protégé contre les insectes vecteurs de la mosaique.

2.5.3.9 Detection des virus de la mosaique sur les plants de manioc sevrés

Pour vérifier 1’état phytosanitaire de ces microplants, quelques feuilles ont été prélevées pour
étre analysées par la PCR. Au total onze (11) échantillons ont été collectés : 6 (six) échantillons de
feuilles des microplants issus des fragments de tiges, trois (3) échantillons de feuilles des microplants
issus des méristémes et deux (2) échantillons témoins de feuilles de manioc non traités.

L’extraction d’ADN total a été faite grace au Kit Qiagen (cf. 2.1.2.2.1). Dans cette étude les
amorces  universelles (vVD1863 / TCRTCAATGACGTTGTACCA and C12D2391 /
TTTCCAYCCVAACATTCARGG) ont été utilisées pour detecter les begomovirus. Les réactions PCR

ont été conduites dans un volume final de 25 pl (cf. 2.1.2.3) en utilisant les amorces universelles.

2.5.3.10 Parametres etudiés et analyses des données

Les paramétres étudiés sont ’effet de la thermothérapie sur la survie des germes pathogenes sur
les plantes développées, le taux de réussite des vitro plants a 1’acclimatation, 1’expression des symptomes
de la mosaique sur les plants acclimatés.

Des données collectées ont éte saisies sur le tableur excel version 2010 et analysees par le test t de
Student grace aux logiciels XLSTAT et R.
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3.1 Résultats

3.1 1 Caracteérisation moléculaire des begomovirus impliquées dans la MAM dans tous les
pays de la CEMAC

3.1.1.1 Diagnostic des espéces virales par la PCR
Les especes virales détectées et les incidences moléculaires sont représentées dans le tableau 7.

Les virus détectés par les amorces universelles étaient au nombre de 362 sur 535 échantillons avec une
incidence moléculaire moyenne de 68%. L’amplification PCR a donné au Cameroun 63 échantillons
positifs, 98 en RCA, 60 au Congo, 28 au Gabon, 17 en Guinée Equatoriale et 96 au Tchad avec des
incidences moléculaires respectives de 68% ; 64% ; 72,24% ; 77,77% ; 57% et 68%.

La détection des espéces virales en utilisant les amorces spécifiques a donné comme résultats : au
Cameroun, 68% d’ACMYV, 49% d’EACMV, 27% d’EACMV-UG et 35% d’EACMCYV ; en RCA, 75%
d’ACMV et 32% d’EACMV-UG ; au Congo, 63% d’ACMYV, 18% d’EACMYV, 25% d’EACMV-UG ; au
Gabon, 65% d’ACMV, 24% dI’EACMYV, 53% d’EACMV-UG et en Guinée Equatoriale 65% d’ACMYV,
24% dI’EACMV, 53% d’EACMV-UG et 35% d’EACMCV.

La figure 27 montre la photo de gel obtenue aprés PCR. E : c’est le gel montrant les bandes
d’ADN positives avec le couple d’amorces recconnaissant I’espéce EACMV de la Guinée Equatoriale et
F est le gel montant des bandes d’ADN positives avec le couple d’amorces reconnaissant tous les

begomovirus du Gabon.

1kb

1kb

528 pb

820pb —»

Figure 27: photos de gel, E: Guinée Equatoriale, F: Gabon
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Tableau 7 : Incidence moléculaire des begomovirus dans les 6 pays de la CEMAC

Pays CMGs | ACMV | EACMV | EACMV-UG | EACMCV
Nbre d’échantillons total 92

Cameroun Nbre des échantillons positifs 63 43 31 17 22
Incidence moléculaire (%) 68 68 49 27 35
Nbre d’échantillons total 152

RCA Nbre des échantillons positifs 98 74 0 32 0
Incidence moléculaire (%) 64 75 0 32 0
Nbre d’échantillons total 83

Congo Nbre des échantillons positifs 60 38 11 15 0
Incidence moléculaire (%) 72,24 63 18 25 0
Nbre d’échantillons total 36

Gabon Nbre des échantillons positifs 28 22 16 19 0
Incidence moléculaire (%) 77,77 78 57 68 0
Nbre d’échantillons total 30

Guinée Equat. Nbre des échantillons positifs 17 11 4 9 6
Incidence moléculaire (%) 57 65 24 53 35
Nbre d’échantillons total 142

Tchad Nbre des échantillons positifs 96 76 0 29 0
Incidence moléculaire (%) 68 79 0 53 0

Diag : diagnostic ; ACMV : African cassava mosaic virus ; EACMV : East African cassava mosaic virus
: EACMCYV : East African cassava mosaic Cameroon virus, EACMV-UG : East African cassava mosaic

virus souche Ougandaise.

La figure 28 présente la diversité des begomovirus détectés par la PCR. Elle décrit : quatre especes de
begomovirus au Cameroun en Guinée Equatoriale (ACMV, EACMV-UG, EACMV et EACMCV) ; trois
espéces au Congo et au Gabon (ACMV, EACMV-UG, EACMYV) ; deux especes en RCA et au Tchad
(ACMV, EACMV-UG).
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Figure 28 : Diversité génétique des begomovirus observée dans la zone CEMAC

66



3.1.1.2. Le séquencage des produits PCR

Le séquencage partiel a confirmé la présence d’ACMV, ’EACMV-UG, ’EACMYV au Congo, au
Gabon et en Guinée Equatoriale et ’EACMCYV uniquement en Guinée Equatoriale (Tableau 8). Des
infections mixtes a ’ACMV et EACMV-UG sont notées sur les échantillons du Gabon et de la Guinée
Equatoriale, EACMV-UG et EACMCV sont egalement notées en Guinée Equatoriale. Seuls les
échantillons de ces trois pays ont été séquencés. Nous signalons toujours que le séquencage des espéces
virales du Cameroun, de la Centrafrique et du Tchad a été réalisé dans des travaux antérieurs confirmant
la présence de toutes les quatre souches au Cameroun (Fondong et al., Akindade et al., 2010) et de
ACMYV et EACMV-UG en Centrafrique et au Tchad (Zinga et al., 2012).

Tableau 8 : Répartition des especesvirales de la mosaique africaine du manioc apres le séquencage partiel

ACMV EACMV | EACMV-UG EACMCV

Congo 1 1 1 0
Gabon 1 1 1 0
Guinée E. 1 1 1 1

ACMV : African cassava mosaic virus ; EACMV : East African cassava mosaic virus ; EACMCV-UG :
East African cassava mosaic Cameroon virus, 1= présence de la souche virale,

0 = absence de la souche virale

3.1.1.3. Séquencage des génomes complets

Les ADN totaux bruts des isolats soumis a la stratégie d’amplification par le templi Phi®, le
clonage et le séquencage des génomes entiers ont permis d’obtenir 10 séquences d’ADN-A et 10
séquences d’ADN-B (Tableau 8). Il y a 4 génomes entiers au Congo, 10 au Gabon et 6 en Guinée
Equatoriale. Parmi ces séquences complétes, il n’y a pas de séquences d’ACMV, d’EACMV et
d’EACMCYV de la Guinée Equatoriale ainsi que ’EACMV-UG du Congo et EACMV du Gabon, alors
que ces especes ont ¢té détectées par I’amplification PCR et confirmées par le s€quengage partiel.

Les séquences de ’ACMV-ADN-A du Congo sont apparentées aux virus de la Cote d’ivoire a
98% alors que celle de I’ACMV- ADN-B sont proches des virus de la RCA a 95% en moyenne.

L’espece ACMV-ADN-A du Gabon est 98% proche de celle de ’Ouganda et ACMV-ADN-B
sont proches des virus de la RCA a 94% et du Madagascar a 93,64%. Les séquences des especes
EACMV-UG-ADN-A sont apparentées aux virus de la Centrafrique de 1’Ouganda et du Tchad avec des
pourcentages d’identité nucléotidique respectivement de 99%, 99%, et 96%. Les especes EACMV-UG-
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ADN-B du Gabon, présentent des séquences proches des virus de la RCA (98%) et de 1’Ouganda

(98,7%).

En Guinée Equatoriale les séquences de ’EACM-UG sont toutes apparentées aux virus du Tchad
a 99,99%. Tandis que celles de ’TEACMV-UG-ADN-B sont proches des virus de la RCA (98%) et les

séquences de I’espéce EACMV-ADN-A sont apparentées aux virus de 1’Ouganda (95%).

Tableau 9 : Récapitulatif des séquences complétes

Pays

Congo

Gabon

Guinée E.

clones viraux
CGEI2T-EcoPI-A-ACKV-A
CGI2T-EcoRI-F-ACMY-A
CGE030-EcoRI-C-ACKMYV-E
CGE030-EcoRI-F-ACMKMY-B
GAD2]1-EcoRI-D-ACKIV-A
GADL1-BEamHT-C-EACKMV-UG-A
GADLF-BamHI-A-EACKV-UG-A
GAI-EamHI-C-EACNMV-UG-A
GAD2]-EcoPI-E-ACKV-B
GADI]-EcoBI-B-ACKV-B
GAD2]1-BamHI-BE-EACKMV-UG-E
GAD23-EcoRI-D-EACNMV-UGE
GAD3]1-EcoPI-A-EACMV-UGE
GADFE-EcoPI-A-EACMV-UGE
GOO06-EamH-A-EACKMY-UG-A
GO006-EamHI-B-EACMV-UG-A
GO020-EamHI-A-EACKYV-A
GO020-EamHI-BE-EACKV-A
GO004-EamHI-E-EACMV-UG-E
GO02T-EcoPT-C-EACKMYV-UG-B

Séquence complete
ACMV-A [CGI2T-A:2014]
ACMV-A [CGI2TF.2014]
ACMV-B [CG050:C:2014]
ACMV-E [CGI30:F:2014]
ACMY-A [GADZ]:D:2014]
EACMNV-UG-A [GAD11:C:2014]
EACKMV-UG-A [GADL3:A:2014]
EACMNV-UG-A [GAD20:C:2014]
ACMV-E [GAMI]:B:2014]
ACMV-E [GAD31:B:1014]
EACMNV-UGE [GADZ1:B:2014]
EACMNV-UGE [GADZ3:D:2014]
EACMNV-UGE [GAD3:A:2014]
EACMNV-UGE [GAD3E:A:2014]
EACKV-UG-A [GRDPG:AI014]
EACKNV-UG-A [GRDPGE:2014]
EACKIV-A [GMNIID:A:2014]
EACKIV-A [GNIIDE:2014]
EACMNV-UGE [GHO06:E:2014]
EACMNV-UGE [GADZT:C:2014]

Taille
(nt)

2710
T
1743

1743

&

28 B
&

[ SR ]

Virus apparentess

ACMYV [Ivory coast] DNA-A
ACMV [Ivory coast] DNA-A
ACMVCEF.CFUIBE:0T-DMNA-E
ACMV-CE.CFHIBE:0T-DNA-E
ACMV-[UG Mam:CMD-M128:13] DMA-A
EACKNV-UG DNA-A [CF36-2007]
EACMV-UG DNA-A [UGKTI]
EACMV-UG DNA-A [TD1-200E]
ACMV-CF.CF140BE:0T

ACMV MGMGI43B6:6
EACKMV-UGCF.CF140BE:07
EACMV-UG DMNA-A [UGEIRD]
EACMV-UG -CF.CF140BE:07
EACMV-UGCE.CF4BE.07
EACKV-UG DNA-A [TD1-2008]
EACKV-UG DNA-A [TD1-2008]
EACMV- DNA-A [fugla2l]
EACMV- DNA-A [fugla2l]
EACKIV-DNA-B

EACMV-UG DNA-E [Uzanda 1]

Identite
(%)

o8

o8

& B

B g e B

03,64
98,19
o8
087
28,41
20
20
25
25
o8
o8

ACMV-A : African cassava mosaic virus & ADN A ; ACMV-B : African cassava mosaic virus & ADN B ; EACMV-UG-A :
East African cassava mosaic virus, souche Ougandaise a ADN-A ; EACMV-UG-B : East African cassava mosaic virus,
souche Ougandaise a ADN-B ; GQ : Guinée Equatoriale ; CG : Congo. GA : Gabon.

3.1.1.4 Phylogénie

La figure 29 décrit I’arbre de probabilité maximale basé sur les séquences d'ADN-A et B complétes des

isolats du Congo, du Gabon et de la Guinée Equatoriale du virus de la mosaique africaine du manioc
(ACMV), du virus de la mosaique du manioc d'Afrique de I'Est — Ouganda (EACMV-UG) et du virus de

la mosaique du manioc d'Afrique de I'Est (EACMV) rapportés ici en couleur blue, ainsi que des

séquences supplémentaires de manioc géminivirus mosaique d'Afrique. Les séquences du composant A

sont classées dans la lignée des virus de I’Ouganda et du Nigéria. Tandis que celles du composant B sont
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classées dans la lignée des virus de la Centrafrique, du Tchad, de 1’Ouganda et du Nigéria. Ainsi, I’arbre

phylogénétique montre bel et bien la proximité des virus identifiés dans ce travail avec ceux existants

dans GenBank.
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Figure 29 : Arbre phylogeénitique

A : Un total de 40 séquences d’ADN-A dont 10 séquences en couleur bleu sont nos séquences. Les autres
sont leurs homologues de Genbank.

B : Un total de 25 séquences d’ADN-B dont 10 séquences en couleur bleu sont nos séquences. Les autres
sont leurs homologues de Genbank
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3.1.1.5 Répartition géographique des espéces virales

Tableau 10 : origine géographique des geminivirus identifiés dans les feuilles de manioc collectées au

Congo, au Gabon et en Guinée Equatoriale

Coordonnées GPS

Isolat Localité Pays Longitude Latitude Elévation Espéces identifiées
CG027 Ngo Congo 02°29.130'S 015°45.554'E 635 m ACMV-A

CG039 Odziba Congo 04°46.282'S 014°37.171'E 586 m ACMV-B

GAO011 Konda Gabon 01°34.761'N 013°09.948' E 419 m EACMV-UG-A
GAO013 Ndzakana Gabon 01°39.211'N 013°33.260'E 385m EACMV-UG-A
GA020 Moupia Gabon 01°50.329'N 013°36.112' E 458 m ACMV-A

GA021 Motobo Gabon 01°20.474'N 013°31.830' E 320 m EACMV-UG-A
GA023 Bitomo Gabon 01°44.307' N 013°37.845' E 412 m ACMV-B

GAO031 Biniomi Gabon 01°41.657'N 013°40.642' E 434 m EACMV-UG-B
GAO038 Lebombi Gabon 01°36.095' N 013°09.607' E 485m EACMV-UG-B
GQO006 Bioko Guinée E. 03°27.657' N 08°865.00' E 100 m EACMV-UG-A ; EACMV-UG-B
GQO027 Evinayong Guinée E. 01°50.212'N 10°52.079' E 531 m EACMV-UG-A
GQO029 Evinayong Guinée E. 01°50.333'N 10°14.386' E 606 m EACMV-B

ACMV-A : African cassava mosaic virus & ADN A ; ACMV-B : African cassava mosaic virus a ADN
B ; EACMV-UG-A : East African cassava mosaic virus, souche Ougandaise a ADN-A ; EACMV-UG-
B : East African cassava mosaic virus, souche Ougandaise a8 ADN-B ; GQ : Guinée Equatoriale ; CG :
Congo. GA : Gabon.

Le tableau ci-dessus présente des especes de begomovirus du manioc caractérisées dans 147
échantillons de feuilles de manioc infectées du virus de la MAM au Congo, au Gabon et en Guinée
Equatoriale. Au Congo, le virus de la mosaique africaine du manioc ADN A a été retrouvé a Ngo et ADN
B a Odziba. Au Gabon les composants A et B des especes ACMV et EACMV-UG sont rencontrés dans le
département de Franceville dans les villages de Konda, Ndzakana, Moupia, Motobo, Bitomo, Biniomi,
Lebombi. Enfin, en Guinée Equatoriale, 'TEACMV-UG ADN A et B a été identifié & Bioko et EACMV
ADN B a été également isolés dans les échantillons de feuilles de manioc collectés a Evaniyong (Guinée

Equatoriale).
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3.1.2 Evaluation de I’'impact de la MAM sur les variétés de manioc par une approche champ
école paysan

3.1.2.1 Incidence de la maladie

Les incidences moyennes de la mosaique sont de 0%, 82% et 8% respectivement sur les
cultivars Togo blanc, Rendre et Gabon avec une différence significative entre les trois cultivars (p< 2e-

16). Il n’y a pas de différence significative entre les pratiques culturales (Figure 29).
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Figure 30 : Incidence de la mosaique sur les deux parcelles ; CFT : Conventional Farmer Technique ;
FFT : Field Farmer Technique. Les moyennes avec les mémes lettres ne sont pas significativement

différentes.

3.1.2.2 Sévérité de la mosaique

La sevérité de la maladie sur le cultivar Rendre est de 3,31 sur la parcelle conventionnelle et de
3,6 sur la parcelle des producteurs. Sur la variété Gabon elle est de 1,25 sur la parcelle conventionnelle et
de 1,23 sur la parcelle des producteurs (Figure 30). La sévérité est nulle sur les deux parcelles en ce qui
concerne le cultivar Togo Blanc. La sévérité du cultivar sensible est trés importante que celle des autres
cultivars avec une différence hautement significative (p< 2e-16). Par contre aucune différence n’est

observée entre les pratiques culturales.
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Figure 31 : sévérité de la mosaique dans les deux parcelles ; TCC : Technique Culturale Conventionnelle ;
TCP : Technique Culturale Paysanne. Les moyennes avec les mémes lettres ne sont pas significativement

différentes.

3.1.2.3 Densité des mouches blanches

Le nombre total de mouches blanches enregistré lors de la récolte est de 80, 140, 120
respectivement sur les variétés Gabon, Rendre et Togo blanc des pratiques conventionnelles, 85, 190 et
192 respectivement sur les variétés Gabon, Rendre et Togo blanc des pratiques paysannes (Figure 31). I
n’existe aucune différence significative.
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Figure 32 : Densité des mouches blanches en fonction des cultivars et pratiques culturales

TCC : Technique Culturale Conventionnelle ; TCP : Technique Culturale Paysanne, DMB : Densité des
mouches blanches

3.1.2.4 Lataille des tiges de manioc
La hauteur moyenne des tiges de manioc est respectivement de 1,94 m et 1,75 m sur la parcelle

conventionnelle et témoin. Sur les deux parcelles confondues, la hauteur est en moyenne de 2,09 m ;
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1,53 m; 1,91 m respectivement sur les cultivars Rendre, Gabon et Togo blanc (Figure 32). La différence

des hauteurs est non significative entre les pratiques culturales et les cultivars (p=49%).
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Figure 33 : hauteur de tiges de manioc en fonction des pratiques culturales et de variétés

TCC : Technique Culturale Conventionnelle, TCP : Technique Culturale Paysanne.

3.1.2.5 La circonférence des tiges de manioc

La figure 33 montre les moyennes des circonférences qui sont de : 6,97 ; 9,94 et 8, 19 ¢cm sur la
parcelle conventionnelle, ensuite 7,79 ; 9,26 et 8,84 cm sur la parcelle paysanne respectivement pour les

variétés Gabon, Rendre et Togo blanc avec des différences non significatives (p=40%).
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Figure 34 : Circonférence des tiges de manioc en fonction des pratiques culturales et de cultivar

TCC : Technique Culturale Conventionnelle, TCP : Technique Culturale Paysanne.
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3.1.2.6 Nombre de tubercules

Les résultats de 1’étude révelent que le nombre moyen des racines est de : 6 tubercules pour le
cultivar Rendre, 5 tubercules pour Togo blanc et 5 tubercules pour Gabon dans la pratique
conventionnelle et il de: 5 tubercules pour le cultivar Rendre, 4 tubercules pour Togo blanc et 4
tubercules pour Gabon dans la pratique paysanne (Figure 34). Aucune différence significative n’est

observée.
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Figure 35 : Rendement en nombre de tubercules de manioc ; TCC : Technique Culturale
Conventionnelle ; TCP : Technique Culturale Paysanne.

3.1.2.7 Rendement

Le rendement moyen est de 23,15t/ha dans la technique culturale paysanne chez les producteurs et
de 46,9 t/ha dans la parcelle conventionnelle avec une différence trés significative (p=2e-16). Le poids
moyen des racines des trois cultivars sur les deux parcelles est respectivement de Rendre (Producteurs :
2,4kg/pied, conventionnel : 5,14kg/pied), Gabon (Producteurs : 1,8kg/pied, conventionnel : 2,8kg/pied),
Togo blanc (Producteurs : 2,5kg/pied, conventionnel : 5,16kg/pied), (Figure 35) avec une différence trés

significative. (p< 2e-16)
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Figure 36 : Rendement ; TCC : Technique Culturale Conventionnelle ; TCP : Technique Culturale
Paysanne.

3.1.2.8 Détection des virus

Sur les 10 échantillons de feuilles de Togo blanc, aucun virus n’a été détecté par la PCR, par
contre des souches virales ont été trouvées sur les échantillons témoins (Tableau 9).

Tableau 11 : Détection des virus de la mosaique dans les échantillons de Togo blanc collectés dans les
deux parcelles du champ école paysan.

Echantillons PCR avec les amorces universelles
TB1 -
TB2 -
TB3 -
TB4 -
TB5 -
TBP1 -
TBP2 -
TBP3 -
TBP4 -
TBP5 -
GB ou témoin + +
RD ou témoin + +
TB : variété Togo blanc collecté dans la parcelle conventionnelle ; TBP : variété Togo blanc collecté dans

la parcelle paysanne ; GB : variété Gabon ; RD : variété Rendre

3.1.3 Lutte contre la MAM par I’utilisation des boutures de manioc infectées assainies

3.1.3.1 Effet de la thermothérapie sur I’incidence et la sévérité de la mosaique
Les boutures prélevées pour étre assainies étaient toutes malades (100%) avec une sévérité

moyenne de 3,5. Aprés le traitement par la thermothérapie de ces boutures plus de la moitié n’ont pas
présenté des symptomes de la mosaique et la sévérité a baisse a 1,5 (Figure 36). La thermothérapie a

réduit I’incidence et la sévérité de la mosaique de maniére hautement significative (p< 0,01%).
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Figure 37 : Effet de la thermothérapie sur ’incidence et la sévérité de la mosaique. (A) : Incidence ;

(B) : Sevérite, *** : difféerence hautement significative ; AVT: avant la thermothérapie
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3.1.3.2 Culture des méristéemes et des fragments de tiges

Au total 250 explants ont été ensemencés ou inoculés sur les milieux de culture d’initiation, soit

75 méristemes et 175 fragments de tiges (Figure 37). Le nombre des explants ensemencé a partir des

organes de tige est trés élevé que celui a partir des tissus méristématiques de maniéere hautement

significative p<0,1%.
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Figure 38 : Taux d’ensemencement en fonction des explants

*** . différence hautement significative
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3.1.3.3 Taux de réussite d’acclimatation des vitroplants

Pour cette étude, le taux de reprise des microplants apres sevrage était de 67%. La réussite des

vitroplants au sevrage a été significative avec p<0,05.

3.1.3.4 Nombre des feuilles développées sur les vitroplants sevrés

La figure 38 a montré le développement des feuilles aprés trois semaines de sevrage. Le nombre
moyen de feuilles avant le sevrage était en moyenne de 3 feuilles par vitroplants chez tous les explants,
mais il était en moyenne de 5 feuilles par plants aprés le sevrage. Il y a donc une différence trés
significative entre le nombre de feuilles d’avant et d’aprés sevrage (p< 0,1%), mais cette différence

n’existe pas entre les explants.
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Figure 39 : Nombre de feuilles moyen aprés trois semaines d’acclimatation en fonction des explants

N.F. : nombre de feuilles. Les moyennes avec les mémes lettres ne sont pas significativement différentes

3.1.3.5 Detection des begomovirus sur les plantes sevreées

La recherche des souches virales dans les échantillons de feuilles des vitroplants acclimatés a
montré des bandes positives avec les amorces universelles sur tous les échantillons issus des fragments de
tiges (échantillons 1, 2, 3, 5, 8, 9) et des témoins, tandis qu’aucune bande d’ADN viral n’a été observée

sur des échantillons issus des méristémes (échantillons 4, 6, 7) (Figure 39).
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Figure 40 : détection des Begomovirus dans les feuilles de vitroplants ; Echantillons 1, 2, 3, 5, 8, 9 sont

issus des bourgeons axillaires ; Echantillons 4, 6, 7 sont des échantillons de méristemes ; C : contrble

3.2 Discussion

3.2.1 Caracterisation moléculaire des begomovirus impliquées dans la MAM dans tous les
pays de la CEMAC

Dans nos travaux de diagnostic moléculaire par la PCR I’implication des begomovirus dans
I’épidémie de la mosaique africaine du manioc dans les pays de la CEMAC a été confirmée. 68% des
échantillons de toute la zone CEMAC ont été réeveles positifs avec les amorces universelles qui
reconnaissent tous les begomovirus du manioc. Parmi ces échantillons qui ont réagi avec les amorces
universelles, 71% étaient infectées par les espéces ACMV, 62% par EACMV, 43% par EACMV-UG et
11% par EACMCYV. Au total quatre espéces virales ont été identifiées dans tous les pays de la CEMAC
en infection simple ou mixte déterminant une diversité génétique de ces especes dans la sous-région, il
s’agit de : ACMV, EACMV, EACMV-UG et EACMCYV. Les especes ACMV et EACMV-UG ont été
détectées dans les échantillons de feuilles de manioc de tous les pays de la CEMAC avec des incidences
moléculaires moyennes respectivement de 71% et 34%. L’espéce EACMV a été détectée au Cameroun,
au Congo, au Gabon et en Guinée Equatoriale a I’exception de la Centrafrique et du Tchad (incidence
moléculaire moyenne pour tous ces pays est de 62%). Tandis que ’TEACMCYV a été trouvé au Cameroun
et en Guinée Equatoriale avec une incidence moléculaire moyenne de 11%. La présence des mémes
especes virales qui affectent le manioc dans tous les pays montre ce perpétuel échange des boutures de
manioc entre ces pays qui ont pour aliment de base le manioc. D’une maniére générale, les résultats du
diagnostic ont montré qu’il existe quatre especes de begomovirus dans les échantillons des feuilles de
manioc collectés et que le Cameroun et la Guinée Equatoriale présentent une grande diversité génétique
de begomovirus. Des travaux de recherche sur la détection des virus du manioc ont été réalisés au
Cameroun, en Centrafrique, au Congo, au Gabon et au Tchad et ont montré les 4 espéces au Cameroun, 3
especes au Congo et Gabon (ACMV, EACMV et EACMV-UG), 2 especes en RCA et au Tchad (ACMV,
EACMV-UG) (Legg, 1999 ; Ntawuruhunga et Legg, 2002 ; Legg and Fauquet, 2004 ; Fondong et al.,
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2000 et 2011 ; Akindade et al., 2010 ; Patil et al., 2011 ; Zinga et al., 2012). L’espéce EACMV est
originaire de 1I’Afrique de 1’Ouest, la proximit¢ du Cameroun et de la Guinée Equatoriale pourrait
expliquer la présence de EACMCYV dans ces deux pays (Ndougourou et al., 2005). La détection des

quatre especes virales en Guinée Equatoriale est le premier diagnostic réalisé dans ce pays par cette étude.

Selon certains auteurs (Otim-Nape et al., 1997, Patil et al., 2001, Legg and Fauquet, 2004)
I’épidémie sévere déclenchée en Ouganda dans les années 90 était due a 1’émergence d’une espéce de
begomovirus trés virulente appelée souche ougandaise. Cette épidémie avait réduit la production du
manioc de 82% en Ouganda (Otim-Nape et al., 1997). Ainsi la présence de cette espéce dans la zone
CEMAC est une menace réelle pour la production du manioc. En outre le phénoméne des infections
mixtes détectées dans tous les pays de la zone présente une situation inquiétante. Car il a été démontré
que la co-infection augmente la sévérité de la mosaique par le phénomeéne de synergie virale (Fondong et
al., 2000 ; Patil et al., 2001 ; Zinga et al., 2013 ; Halarimala et al., 2014). Les résultats obtenus montrent
que les échantillons analysés présentent 30% des infections doubles, 12% des infections triples et 1% des
infections quadruples. Les infections doubles sont essentiellement dues a ’ACMYV et EACMV-UG et les
infections triples le sont avec ’ACMV, EACMV-UG et EACMV dans tous les pays. Les infections
quadruples ont été identifiées uniquement au Cameroun, et, cette infection a été détectée a Madagascar
pays a grande diversité génétique des begomovirus du manioc comme le soulignent Halarimala et al.,
2014. La souche ougandaise trés agressive serait le produit d’une recombinaison entre ’ACMV et
EACMV selon Deng et al., 1997 ; Zhou et al., 1997 ; Legg and Ogwal, 1998 ; Otim-Nape et al., 1997 ;
Otim-Nape et al., 2000;). D’apres Fondong et al., 2000, Pita et al., 2001, les infections mixtes de plusieurs
types détectées dans la zone CEMAC présenteraient un grand risque de recombinaison genétique pouvant
conduire a I’émergence des nouvelles souches de begomovirus. Par contre il a été trés difficile d’établir
une corrélation directe entre la sévérité des échantillons analysés par pays et les types d’infections mixtes.
On s’attendait, en effet, a une sévérité tres importante au Cameroun, vu que 60% des échantillons sont a
infection mixte. Cela pourrait s’expliquer par le fait d’une introduction récente de la souche ougandaise
dans ce pays (Akinbade et al., 2010). Ainsi, la situation épidémique ne dépendrait pas seulement du virus
et des infections mixtes mais aussi d’autres parameétres environnementaux. Il se peut que la situation

générale soit en pleine évolution, évolution qui nécessite une attention particuliere.

Le séquencage partiel des produits PCR du Congo, du Gabon et de la Guinée Equatoriale, nous a
permis d’identifier quatre espéces de begomovirus du manioc en circulation dans ces pays. La
caractérisation moléculaire de leur génome bipartite (ADN-A et ADN-B) et ’obtention de certaines
séquences nucléotidiques complétes ont permis de confirmer leur statut taxonomique (Zinga et al, 2012

b). Le clonage des génomes a permis également d’avoir : deux clones viraux EACMV-UG et ACMV au
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Gabon qui sont apparentés aux espéces virales de la Centrafrique, du Tchad, de 1’Ouganda, du Nigeria et
du Ghana (Afrique de 1’Ouest) ; un clone viral ACMV au Congo apparenté a ceux obtenus en Cote
d’ivoire (Afrique de I’Ouest) et en Ouganda (Afrique de I’Est) ; le clone de ’TEACMV-UG de la Guinée
Equatoriale est proche des espéces du Tchad et de I’Ouganda (Valam et al., 2015) et EACMV proche des
virus de I’Ounganda. Les études effectuées par Akindade et ses collaborateurs en 2010, et par Zinga et ses
collaborateurs en 2012, ont montré que : les génomes entiers des espéces ACMV, EACMV, EACMV-UG
et EACMCYV ont été obtenus au Cameroun ; les séquences complétes des especes ACMV et EACMV-UG
ont été obtenues en Centrafrique et au Tchad. L’ensemble de nos résultats et les pertes de rendement
observées par les agriculteurs de la sous-région depuis une dizaine d’années, corroborent 1’hypothése
d’une vague épidémique sévere de mosaique du manioc qui aurait traversée rapidement 1’ Afrique d’Est

en Ouest en passant par 1’ Afrique Centrale (Legg et al., 2006).

L’analyse phylogénétique a permis de montrer que les séquences d’ADN-A et d’ADN-B
d’EACMV-UG forment des clades trés peu diversifiés, suggérant une introduction récente et unique de
’EACMV-UG en zone CEMAC. Au contraire, I’analyse phylogénétique concernant les séquences
d’ADN-A et d’ADN-B de ’ACMV montrent 1’existence de trois groupes phylogénétiques d’isolats
d’ACMV, suggérant plusieurs événements d’introduction et une histoire évolutive plus ancienne et plus
complexe pour cette espece. Le groupe phylogénétique d’isolats d’ACMV du Congo et du Gabon est
apparenté aux isolats de la RCA, du Nigeria (Afrique de 1’Ouest) et de I’Ouganda (Afrique de I’Est). Le
groupe phylogénétique de ’TEACMV-UG est apparenté aux isolats de la RCA, de 1’0Ouganda. Et enfin
celui d’isolats de ’"EACMYV de la Guinée Equatoriale est apparenté aux isolats de ’Ouganda. Les travaux
réalisés par Akindade en 2010, Zinga en 2012 et leurs collaborateurs ont montré que les espéces virales
retrouvées en RCA, au Tchad et au Cameroun appartenant a la méme région que le Congo, le Gabon et la

Guinée Equatoriale, provenaient de I’ Afrique de I’Est et de I’Ouest.

3.2.2 Evaluation de ’impact de la MAM sur des variétés de manioc par une approche champ
école paysan
La principale méthode de lutte pratiquée a nos jours est 1’utilisation des variétés résistantes. D une
maniere générale, dans les pays de la CEMAC le systeme des pratiques culturales est resté traditionnelle
et les normes conventionnelles ne sont pas respectées telles que la dimension des boutures, 1’utilisation
des boutures saines, la densité de plantation, etc. Ces parametres mal contrélés ont un impact important

sur la production du manioc des paysans, ce qui aboutit a de faibles rendements.

Dans le contexte d’évaluation variétale par une approche CEP, nos résultats ont montré que la

variété Rendre est tres sensible a la mosaique du manioc et présente une incidence moyenne de 83% avec
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une sévérité moyenne de 3,5 dans les deux pratiques culturales utilisées. Ce cultivar local est tres cultivé
et les paysans apprécient également ses feuilles. N’zue et al., en 2004, dans une étude similaire ont
montré que ce sont en majorité les « variétés traditionnelles » qui sont généralement trés sensibles. Le
cultivar Gabon a présenté une incidence moyenne de 8% de moyenne et une séverité de 1,5. La sensibilité
de ce cultivar conformément aux observations de Theberge, (1985) pourrait s’expliquer par le fait que la
variété aurait bénéficié d’un effort de sélection contre la mosaique. Le cultivar Togo blanc avait 0%
d’incidence vis-a-vis de la mosaique pour les deux pratiques culturales. Cela corrobore avec les études
faites par Zinga et ses collaborateurs en 2016 qui ont montré que le cultivar rendre était tres sensible a la
mosaique et le cultivar Gabon avait présenté une sensibilité au tour de 10%. La variété Togo blanc a
présenté une résistance vis-a-vis du virus de la mosaique. La densité des mouches blanches est restée
homogéne sur les deux parcelles et les trois cultivars. Une nette corrélation entre 1’incidence et des
symptomes de la maladie a été observée, de la méme fagon que dans d’autres situations épidémiques en

Afrique (Hahn et al., 1980 ; Fauquet and Fargette, 1990, Ngeve et al., 2003 ; Adriko et al., 2012).

Zinga et ses collaborateurs en 2016 ont montré le comportement du cultivar Rendre vis-a-vis de la
mosaique et de son rendement qui est important, ils ont déduit que celui-ci tolere la mosaique malgré sa
potentiels de rendement élevés et adaptés aux exigences des populations locales, a par ailleurs été décrit
en Afrique par Mallowa et al en 2011. Ceci peut révéler de sa disposition génétique. Ceci montre que le
germoplasme local possede également des variéteés tolérantes et productives qui peuvent avantageusement

étre exploitées par 1’assainissement des boutures infectées.

Cette étude a révélé que I’incidence et la sevérite de la maladie, de méme que la densité des
mouches blanches, la hauteur, la circonférence et le nombre de tubercules dans les deux systemes sont
presque homogénes avec une différence non significative. Par contre la parcelle des techniques
conventionnelles de tous les cultivars confondus a produit en moyenne 46,9 t/ha de tubercules frais contre
23,15t/ha pour les techniques culturales traditionnelles avec une différence trés significative. Les
techniques culturales conventionnelles ont amélioré la productivité du manioc, comme le signale le
Programme Nationale de Développement des Racines et Tubercules (PNDRT) qui, dans un travail
similaire réalisé au Cameroun trouve que le rendement du manioc en pratique culturale conventionnelle
est 4 fois supérieur a celui de la pratique paysanne (PNDRT, 2006). Par ailleurs lorsque la parcelle
conventionnelle a été traitée contre les ravageurs et les insectes, le rendement en tubercules frais de
certaines variétés est allé jusqu’a 70 t/ha. Des travaux suivis par la FAO au Bresil sur la culture du
manioc ont montré également que la production du manioc dans les cultures du manioc améliorées peut
aller jusqu’a plus de 50t/ha (FAO, 2013).
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L’écartement entre les pieds du manioc était de 1m x 1m appliquée avec un bouturage en ligne sur
la parcelle conventionnelle alors qu’il variait de 0,5 m X 0,5 m & 0,8 m x 0,8 m avec un bouturage non
linéaire sur la parcelle de producteurs. Nous pouvons déduire que la mauvaise production enregistrée dans
la parcelle des producteurs pourrait étre due a la réduction des travaux d’entretien, a la densité intense de
peuplement des plants qui a largement dépassé la norme conventionnelle qui est de 10 000 pieds /ha et a
certainement généré un phénomene de compétition nutritionnelle entre les pieds avec un effet sur le
rendement en racines. Le PNDRT dans sa recherche a souligné également le phénomeéne nutritionnel au
niveau des racines tubéreuses di a la densité des plants de manioc dans la parcelle des paysans
(Fidafrique, 2006).

3.2.3 Lutte contre la MAM par utilisation des boutures de manioc infectées assainies

La sélection et la préparation des boutures représentent des étapes cruciales dans la mise en place
d’une culture de manioc. La qualité des boutures a en effet une influence prépondérante sur la
productivité (Legg et al., 2006 ; Mallowa et al., 2011). L’impact de la MAM sur le rendement est de plus
de 70% pour les plantes issues de boutures infectées alors qu’elle n’est que de 10% sur les plants
initialement sains lorsque 1’infection intervient 120 jours apres la plantation (Fauquet et Fargette, 1990).
L’utilisation de boutures de mauvaise qualité sanitaire par les paysans s’expliquerait par I’indisponibilité
de matériel sain. Nos résultats ont montré 1’utilisation par les paysans de cultivars locaux attaqués par la
MAM mais tolérants, avec des potentiels de rendement élevés et adaptés aux exigences des populations
locales. L’assainissement de ce type de matériel végétal et la mise a disposition du paysan du matériel

sain de plantation devrait permettre une meilleure production.

Le traitement de nos boutures toutes infectées par la culture du méristeme associée a la
thermothérapie a montré une réduction significative de 1’incidence de 48% (Zango et al, 2021). Des
études similaires faites par Mabanza et al.,, en 1981, 1989, 1994 et 2001 a montré 1’effet de
I’assainissement des variétés locales par la culture des méristémes associé a la thermothérapie. Les
travaux menés par Yandia et ses collaborateurs en 2015, sur 1’élimination des virus par la culture des
méristémes ont montré qu’aucun symptome de mosaique n’a été observé sur les plants traités et Zinga et
al en 2014 avait expérimenté 1’efficacité de la thermothérapie contre la mosaique du manioc dans le
milieu paysan et a prouvé que I’incidence était réduite a 59% a 49°C. Nous avons constaté qu’apres le
traitement a la chaleur, la plupart des plants de manioc n’ont pas présenté des symptomes de la mosaique.
Ceci pourrait expliquer que la thermothérapie a joué un réle trés important dans 1’¢limination de la
mosaique africaine du manioc. Si les mécanismes mis en jeu par la thermothérapie ne sont pas connus
avec précision a ce jour, I'implication du RNA silencing dans 1’activation de la résistance par la chaleur a

déja été mise en évidence (Chellapan et al, 2005). Ces résultats corroborent avec les études antérieures sur
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la thermothérapie qui ont montré qu’elle a cette capacité d’inhiber la multiplication du virus lors de son

application dans de nombreuses plantes (Cooper et walky, 1978, Mink., 1998).

La régénération des explants évaluée aprés une semaine de culture dans la salle d’acclimatation a
montré que 48% de méristemes et 50% de fragments de tiges ont repris. Des infections dues aux
microorganismes ont été également notées avec des pertes de 52% et 50% respectivement pour les
méristemes et les fragments de tiges. Dans cette étude il a été constaté que le taux d’infection est élevé,
cela pourrait étre da a 1’utilisation des matériels contaminés. Il est donc nécessaire d’utiliser des matériels
stériles. Certains chercheurs tels Ummey et al., 2002 ; De Silva et al., 2011 ; Badou et al, 2017 ; Badou et
al, 2018 ont montré que la désinfection de surface habituellement faite lors de la culture in vitro ne
permet pas d’éliminer efficacement les infections surtout celles bactériennes qui, sont endogenes et
apparaissent progressivement au cours de la culture. Selon Phillips et al., 1981 ; Talukder et al., 2007 ;
Reddy et al., 2012 1’ajout des agents antimicrobiens (bactéricides et/ou fongicides) au milieu de culture

est necessaire afin d’éliminer les germes ou d’empécher leur expression.

Au cours de cette étude, le sevrage a pris en compte plusieurs parameétres la taille des vitroplants,
le nombre de feuilles, le nombre de racines, le nombre de jours aprés multiplication in vitro et I’aspect
physique du vitroplant pour éviter les pertes. Ce qui a conduit a une réduction importante de nombre de
vitroplants préts pour le sevrage. Ce travail a donné un taux de réussite des vitroplants au sevrage de 66%
plus élevé que la perte avec une différence significative. Le nombre de feuilles de chaque vitroplant sevré
a augmenté apres deux semaines. Cela concorde avec les travaux faits par Otabo et Mabanza en 1996 sur
le sevrage et transfert des vitroplants en plein champ qui ont montré un taux de 89% de réussite des vitro

plants au sevrage.

L’étude a montré que tous les échantillons a partir du méristéme ont été révélés négatifs tandis que
les échantillons a partir des tiges sont positifs avec des faibles bandes par rapport aux témoins. L’impact
de la thermothérapie a été rapporté par Cooper et Walkey, 1978 ; Mabanza et al. 1989, 1994, 2001 et
2008 et Yandia et al en 2015. La thermothérapie inhibe les réplications alors que la dégradation du virus
continue, ce qui entraine une élimination subséquente du virus a partir des meristemes (Cooper et
Walkey, 1978) ; Yandia et al en 2015). Ainsi la culture des méristémes associée a la thermothérapie est
un moyen qui permet d’assainir des boutures infectées par la mosaique africaine du manioc et d’utiliser
les variétés sensibles et adaptées aux exigences des populations locales avec un fort potentiel de

rendement.
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Conclusion

Les résultats obtenus a I’issu de ces travaux montrent I’existence d’une diversité génétique virale
importante sur le manioc dans la zone CEMAC. Quatre especes virales (ACMV, EACMV, EACMV-UG,
EACMCYV) sont en circulation dans ces pays. En définitive le séquencage des produits PCR a confirmé la
présence de quatre especes de begomovirus en circulation dans la zone CEMAC, soit : quatre especes au
Cameroun et en Guinée équatoriale (ACMV, EACMV, EACMV-UG, EACMCV), trois espéces au
Congo et au Gabon (ACMV, EACMV et EACMV-UG), deux espéces en RCA et au Tchad (ACMV, et
EACMV-UG). Cela veut dire que I’espéce EACMCYV est retrouvée uniquement au Cameroun et en
Guinée Equatoriale qui sont des pays frontaliers. L’ACMYV et TEACMV-UG sont détectées dans toute la
zone CEMAC. L’EACMYV n’a pas été identifié en Centrafrique et au Tchad. Notre approche moléculaire
a permis la confirmation de la présence d’ACMV ADN-A et B au Gabon et au Congo, d’EACMV-UG
ADN-A et B au Gabon et en Guinée et que ces especes virales pourraient provenir de 1’ Afrique de I’Est et
de I’Ouest. Ainsi, les résultats obtenus dans ces études montrent D’existence d’une diversité virale
importante sur le manioc dans la zone CEMAC. Face a cette situation de grande diversité génétique des
begomovirus responsables de la MAM, il est important d’entreprendre une évaluation de I’impact de la
MAM sur des variétés de manioc développées par le paysan.

Les parametres hauteur des tiges, circonférence des tiges, densité des mouches blanches ont
présenté une différence non significative entre les deux techniques culturales. Par contre le rendement
dans la parcelle conventionnelle est le double du rendement dans la parcelle paysanne. Le cultivar Rendre
a été tres sensible a la mosaique, mais a cependant donné un trés bon rendement. Il existe dans le
germoplasme local des cultivars productifs mais sensibles a la MAM. Ces cultivars déja bien insérés dans
le systeme de production paysan pourraient offrir une meilleure production. Ainsi dans les stratégies

d’utilisation des variétés sensibles et productives disponibles chez le paysan, 1’utilisation des boutures infectées

assainies devrait jouer un réle important dans la lutte contre la MAM.

L’assainissement du matériel végétal par la culture du méristéme associée a la thermothérapie a
produit des vitroplants apparemment sains dont aucun germe n’a été détecté et aucun symptobme de
maladie n’a été observé apres le sevrage. La recherche des virus dans les échantillons de feuilles par la
PCR a confirmé 1’absence totale de virus sur les échantillons issus des méristémes contrairement a ceux
issus de fragments de tige. Il est donc important de vérifier 1’état sanitaire des vitroplants par les
techniques moléculaires avant de vulgariser les boutures issues des vitroplants aux producteurs. Ainsi, la
culture in vitro des méristemes associés a la thermothérapie en permettant d’assainir les boutures
infectées de la mosaique africaine du manioc contribue a la mise en place des parcs a bois de boutures

saines pour les besoins des producteurs.
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Perspectives

Le travail réalisé dans le cadre de cette thése est loin d’étre exhaustif et sera poursuivi, il s’agit
de:

- Mener des études sur la synergie entre les virus, les rélations moléculaires virus-plante et les intéractions

physiologiques et génétiques intervenant au cours des différentes phases de cycle infectueux

- Réaliser une évaluation de la sensibilité a la mosaique de 1’essentiel, des cultivars largement multipliés

par les paysans et de leurs capacités de production comparées aux variétés améliorées introduites

- Evaluer le comprotement des cultivars de manioc productifs dans toutes les zones agroclimatiques de
chaque pays de la CEMAC.

- Mettre en place une collection régionale de germoplasme local caractérisé et évalué.
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Annexe 1 :Les milieux de culture pour la culture in vitro

Composants des milieux Con. / Milieu Con. / Milieu de
d’initiation prolifération

Acide naphtaléne 0,02mg/ml 0

acétique(ANA)

Benzalaminopurine(BAP) 0,05mg/ml 0

CuSO4 Iml/I 0

Muruschige et Shoog(MS) 4,49/l 4,4¢g/1

Sucrose 30g/1 30g/I

Phytagel 3,50/l 3,59/

Myoinositol 100mg/l 100mg/l

Thiamine Img/l 0

Pyridoxine 1,5mg/I 0

Acide nicotinique 1,5mg/l 0

Glycine 2mg/I 0

Acide Gibbérelliqgue(GA3) 0,02mg/ml 0

Table 1 : composition of CTAB kit

Reagents Volume Con. Final
1 M Tris HCl pH 8.0 100 ml 100mM
0,5M EDTA 20 ml 10mM
Nacl 81,8g 1.4 M
CATB' 20g 2%
Eau distillée (Hz0) QSP 1L

Con. Final: concentration finale
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Annexe 2 : Fiche de collecte des échantillons de feuilles de manioc infectées dans les pays de la
CEMAC.

Les échantillons de la RCA

Coordonnées GPS
l’écllil;n(i?llon y;rrigge la IGS Nord Est Altitude Site Pays Date de collecte
1 \ouro gozo 3 | 04°12.334' | 018°23.007' 180 m Pissa RCA 09/02/2013
2 \ouro gozo 3 | 04°12.334' | 018°23.007' 180 m Pissa RCA 09/02/2013
3 six mois 3 | 04°10.913' | 018°22.766' 193 m Pissa RCA 09/02/2013
4 six mois 2 | 04°10.913' | 018°22.766' 193 m Pissa RCA 09/02/2013
5 six mois 4 | 04°10.913' | 018°22.766' 193 m Pissa RCA 09/02/2013
6 six mois 2 | 04°10.913' | 018°22.766' 193 m Pissa RCA 09/02/2013
7 Mozele pako 2 | 04°10.913' | 018°22.766' 193 m Pissa RCA 09/02/2013
8 six mois 3 | 04°10.918' | 018°22.766' 120 m Pissa RCA 09/02/2013
9 six mois 3 | 04°10.918' | 018°22.766' 120 m Pissa RCA 09/02/2013
10 Baboro 3 | 04°07.646' | 018°19.250' 221'm Pissa RCA 09/02/2013
11 six mois 3 | 04°10.918' | 018°22.766' 120 m Pissa RCA 09/02/2013
12 six mois 4 | 04°10.918' | 018°22.766' 120 m Pissa RCA 09/02/2013
13 inc 3 | 04°07.647' | 018°21.980' 226 m Pissa RCA 09/02/2013
14 inc 2 | 04°07.647' | 018°21.980' 226 m Pissa RCA 09/02/2013
15 six mois 4 | 04°07.647' | 018°21.980' 226 m Pissa RCA 09/02/2013
16 six mois 3 | 04°07.647' | 018°21.980' 226 m Pissa RCA 09/02/2013
17 six mois 3 | 04°07.647' | 018°21.980' 226 m Pissa RCA 09/02/2013
18 \ouro gozo 4 | 04°07.646' | 018°18.226' 214 m Pissa RCA 09/02/2013
19 six mois 4 | 04°07.646' | 018°18.226' 214 m Pissa RCA 09/02/2013
20 six mois 3 | 04°07.646' | 018°18.226' 214 m Pissa RCA 09/02/2013
21 six mois 2 | 04°07.646' | 018°18.226' 214 m Pissa RCA 09/02/2013
22 \ouro gozo 2 | 04°07.646' | 018°18.226' 214 m Pissa RCA 09/02/2013
23 Bengba gozo 2 | 04°07.646' | 018°15.712' 169 m Pissa RCA 10/02/2013
24 six mois 3 | 04°07.646' | 018°15.712' 169 m Pissa RCA 10/02/2013
25 \Vouro gozo 4 | 04°07.646' | 018°15.712' 169 m Pissa RCA 10/02/2013
26 Six mois 4 04°07.646' | 018°15.712' 169 m Pissa RCA 10/02/2013
27 Bengba gozo 3 04°07.529' | 018°14.534' 63 m Pissa RCA 10/02/2013
28 six mois 3 04°07.529' | 018°14.534' 63 m Pissa RCA 10/02/2013
29 six mois 2 | 04°07.529' | 018°14.534 70m Pissa RCA 10/02/2013
30 six mois 5 | 04°07.529' | 018°14.534' 70m Pissa RCA 10/02/2013
31 inc. 2 | 04°07.529' | 018°14.534 70m Pissa RCA 10/02/2013
32 Bengba gozo 3 04°07.529' | 018°14.534" 44 m Pissa RCA 10/02/2013
33 six mois 2 | 04°07.529' | 018°14.534' 44 m Pissa RCA 10/02/2013
34 Six mois 3 04°07.529' | 018°14.534' 44 m Pissa RCA 10/02/2013
35 inc. 2 | 04°07.529' | 018°14.534' 44 m Pissa RCA 10/02/2013
36 six mois 4 | 04°07.529' | 018°14.534' 44 m Pissa RCA 10/02/2013
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37 six mois 2 04°07.529' | 018°14.534' 85m Pissa RCA 10/02/2013
38 Six mois 3 04°07.529' | 018°14.534' 85m Pissa RCA 10/02/2013
39 six mois 3 04°07.529' | 018°14.534' 85m Pissa RCA 10/02/2013
40 six mois 2 | 04°07.529' | 018°14.534' 85m Pissa RCA 10/02/2013
41 six mois 3 | 04°07.646' | 018°18.226' 171 m Pissa RCA 09/02/2013
42 six mois 2 | 04°07.646' | 018°18.226' 171 m Pissa RCA 09/02/2013
43 six mois 4 | 04°07.646' | 018°18.226' 171 m Pissa RCA 09/02/2013
44 six mois 3 | 04°07.646' | 018°18.226' 171m Pissa RCA 09/02/2013
45 six mois 3 | 04°07.646' | 018°18.226' 133 m Pissa RCA 10/02/2013
46 inc. 3 | 04°07.646' | 018°18.226' 133 m Pissa RCA 10/02/2013
47 six mois 3 | 04°07.529' | 018°18.534' 70m Pissa RCA 10/02/2013
48 \ouro gozo 3 | 04°07.646' | 018°18.226' 133 m Pissa RCA 10/02/2013
49 six mois 4 | 04°07.529' | 018°18.534' 133 m Pissa RCA 10/02/2013
50 Six mois 2 04°07.529' | 018°18.534' 133 m Pissa RCA 10/02/2013
51 inc. 3 | 04°07.646' | 018°18.226' 133 m Pissa RCA 10/02/2013
52 six mois 3 04°07.529' | 018°18.534' 70m Pissa RCA 10/02/2013
53 six mois 2 | 04°12.334' | 018°23.007' 180 m Pissa RCA 09/02/2013
54 six mois 3 | 04°10.918' | 018°22.766' 120 m Pissa RCA 22/09/2013
55 Nola 3 04°10.918 | 018°22.768' 193 m Pissa RCA 21/09/2013
56 six mois 3 | 04°10.918' | 018°22.766' 120 m Pissa RCA 09/02/2013
57 Bambari 4 | 04°37.776' | 017°45.996' 62,39 m | Yaloké RCA 21/09/2013
58 Claire 4 | 04°17.074' | 017°12.137' 60,50 m | Yaloké RCA 22/09/2013
59 inc. 2 | 04°17.074' | 017°12.137 60,50 m | Yaloké RCA 15/02/2013
60 inc. 4 | 04°37.740' | 017°49.318' 72,82 m | Yaloké RCA 14/02/2013
61 inc. 4 | 04°37.776' | 017°45.996' 62,39 m | Yaloké RCA 15/02/2013
62 inc. 4 | 04°36.847' | 017°49.318' 72,82 m | Yaloké RCA 14/02/2013
63 inc. 4 | 04°37.776' | 017°45.996' 76,31 m | Yaloké RCA 14/02/2013
64 six mois 3 | 04°37.776' | 017°45.996' 62,39 m | Yaloké RCA 15/02/2013
65 inc. 4 | 04°17.074' | 017°12.137' 60,50 m | Yaloké RCA 15/02/2013
66 Assa 5 | 04°37.776' | 017°45.996' 63,18 m | Yaloké RCA 14/02/2013
67 zaorombousse 4 04°37.776' | 017°45.996' 63,18 m | Yaloké RCA 14/02/2013
68 Assa 3 | 05°17.309' | 017°15.368' 27m Yaloké RCA 15/02/2013
69 Assa 3 | 04°37.776' | 017°45.996' 62,35m | Yaloké RCA 15/02/2013
70 Assa 5 | 04°37.776' | 017°45.996' 63,18 m | Yaloké RCA 14/02/2013
71 Assa 4 | 04°37.776' | 017°45.996' 63,18 m | Yaloké RCA 14/02/2013
72 Assa 4 | 04°37.776' | 017°45.996' 63,18 m | Yaloké RCA 14/02/2013
73 inc. 4 | 04°37.776' | 017°45.996' 76,31 m | Yaloké RCA 14/02/2013
74 inc. 3 | 04°37.776' | 017°45.996' 75,59 m | Yaloké RCA 14/02/2013
75 zaorombousse 5 04°37.776' | 017°45.996' 63,18 m | Yaloké RCA 14/02/2013
76 inc. 4 | 04°37.776' | 017°45.996' 76,31 m | Yaloké RCA 14/02/2013
77 Assa 4 | 04°37.776' | 017°45.996' 63,18 m | Yaloké RCA 14/02/2013
78 zaorombousse 3 | 04°37.776' | 017°45.996' 63,18 m | Yaloké RCA 14/02/2013
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79 Assa 4 | 04°37.776' | 017°45.996' 63,18 m | Yaloké RCA 14/02/2013
80 Bambari 4 | 04°37.776' | 017°45.996' 63,18 m | Yaloké RCA 14/02/2013
81 Assa 4 | 04°37.776' | 017°45.996' 63,18 m | Yaloké RCA 14/02/2013
82 zaorombousse 4 | 04°37.776' | 017°45.996' 63,18 m | Yaloké RCA 14/02/2013
83 Rendre 4 | 05°17.309' | 017°15.368' 27 m Yaloké RCA 15/02/2013
84 inc. 4 | 04°37.776' | 017°45.996' 76,31 m | Yaloké RCA 14/02/2013
85 inc. 5 | 04°37.776' | 017°45.996' 75,59 m | Yaloké RCA 14/02/2013
86 inc. 4 | 04°37.776' | 017°45.996' 76,31 m | Yaloké RCA 14/02/2013
87 inc. 5 | 04°37.776' | 017°45.996' 75,59 m | Yaloké RCA 14/02/2013
88 Assa 4 | 04°37.776' | 017°45.996' 63,18 m | Yaloké RCA 14/02/2013
89 inc. 3 | 04°17.074' | 017°12.137' 60,50 m | Yaloké RCA 15/02/2013
90 six mois 3 | 04°36.776' | 017°45.996' 62,39 m | Yaloké RCA 15/02/2013
91 Assa 4 | 05°17.309' | 017°15.368' 27m Yaloké RCA 15/02/2013
92 inc. 5 | 04°37.740' | 017°49.318' 72,82 m | Yaloké RCA 14/02/2013
93 inc. 4 | 04°36.847' | 017°49.318' 72,82 m | Yaloké RCA 14/02/2013
94 six mois 4 04°37.776' | 017°45.996' 62,39 m | Yaloké RCA 15/02/2013
95 inc. 4 | 04°37.740" | 017°46.345' 76,0lm | Yaloké RCA 15/02/2013
96 inc. 4 | 04°36.847" | 017°49.318' 72,82 m | Yaloké RCA 14/02/2013
97 inc. 3 | 04°36.847" | 017°49.318' 72,82m | Yaloké RCA 15/02/2013
98 inc. 4 | 04°37.776' | 017°45.996' 75,59 m | Yaloké RCA 14/02/2013
99 inc. 4 | 04°17.074' | 017°12.137' 60,50 m | Yaloké RCA 15/02/2013
100 inc. 3 | 04°37.776' | 017°45.996' 76,31 m | Yaloké RCA 14/02/2013
101 inc. 4 | 04°37.776' | 017°45.996' 76,31 m | Yaloké RCA 14/02/2013
102 inc. 4 | 04°37.740' | 017°49.318' 72,82 m | Yaloké RCA 14/02/2013
103 inc. 3 | 04°37.776' | 017°45.996' 76,31 m | Yaloké RCA 14/02/2013
104 Assa 4 | 04°37.776' | 017°45.996' 63,18 m | Yaloké RCA 14/02/2013
105 inc. 4 | 04°37.740' | 017°46.345' 76,01 m | Yaloké RCA 14/02/2013
106 inc. 4 | 04°17.074' | 017°12.137' 60,50 m | Yaloké RCA 15/02/2013
107 inc. 3 | 04°37.740' | 017°49.318' 72,82 m | Yaloké RCA 14/02/2013
108 Assa 5 | 05°17.309' | 017°15.368' 27 m Yaloké RCA 15/02/2013
109 inc. 3 | 04°17.074' | 017°12.137' 60,50 m | Yaloké RCA 15/02/2013
110 six mois 4 | 04°37.776' | 017°45.996' 62,39 m | Yaloké RCA 15/02/2013
111 Assa 3 | 04°37.776' | 017°45.996' 62,39 m | Yaloké RCA 15/02/2013
112 Claire 4 | 04°36.847' | 017°49.318' 72,82 m | Yaloké RCA 21/09/2013
113 six mois 3 | 04°12.334' | 018°23.007' 180 m Pissa RCA 09/02/2013
114 inc. 4 | 04°17.074' | 017°12.137' 60,50 m | Yaloké RCA 14/02/2013
115 Assa 5 | 04°37.776' | 017°45.996' 63,18 m | Yaloké RCA 14/02/2013
116 inc. 3 | 04°37.776' | 017°45.996' 75,59 m | Yaloké RCA 14/02/2013
117 Claire 4 | 04°37.776' | 017°45.996' 62,39 m | Yaloké RCA 22/09/2013
118 six mois 2 | 04°12.334' | 018°23.007' 180 m Yaloké RCA 09/02/2013
119 Claire 3 | 04°37.740" | 017°49.318' 72,82 m | Yaloké RCA 22/09/2013
120 inc. 3 | 04°17.074' | 017°12.137' 60,50 m | Yaloké RCA 15/02/2013
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121 Assa 4 | 04°36.847' | 017°49.318' 72,82 m | Yaloké RCA 22/09/2013
122 inc. 4 | 04°37.776' | 017°45.996' 62,39 m | Yaloké RCA 15/02/2013
123 Six mois 3 | 05°36.189' | 019°12.247' 1512 m | Yaloké RCA 22/09/2012
124 Assa 4 | 05°17.309' | 017°15.368' 27m Yaloké RCA 15/02/2013
125 Gangbada 4 inc. inc. inc. Sibut RCA 19/10/2013
126 Gangbada 3 inc. inc. inc. Sibut RCA 19/10/2013
127 Gangbada 4 inc. inc. inc. Sibut RCA 19/10/2013
128 Mawari 3 inc. inc. inc. Sibut RCA 19/10/2013
129 Mawari 3 inc. inc. inc. Sibut RCA 21/10/2013
130 Gira piri 3 inc. inc. inc. Sibut RCA 21/10/2013
131 Gangbada 4 inc. inc. inc. Sibut RCA 19/10/2013
132 Mawari 4 inc. inc. inc. Sibut RCA 19/10/2013
133 Zangbang 5 inc. inc. inc. Sibut RCA 21/10/2013
134 Mawari 3 inc. inc. inc. Sibut RCA 19/10/2013
135 Gangbada 3 inc. inc. inc. Sibut RCA 19/10/2013
136 Mawari 4 inc. inc. inc. Sibut RCA 21/10/2013
137 Gangbada 5 inc. inc. inc. Sibut RCA 19/10/2013
138 Gangbalé 5 inc. inc. inc. Sibut RCA 19/10/2013
139 Gangbada 4 inc. inc. inc. Sibut RCA 19/10/2013
140 Mawari 4 inc. inc. inc. Sibut RCA 21/10/2013
141 Gangbalé 5 inc. inc. inc. Sibut RCA 19/10/2013
142 Gangbada 5 inc. inc. inc. Sibut RCA 19/10/2013
143 Gangbada 4 inc. inc. inc. Sibut RCA 19/10/2013
144 Gangbada 4 inc. inc. inc. Sibut RCA 19/10/2013
145 Gangbada 4 inc. inc. inc. Sibut RCA 19/10/2013
146 Mawari 4 inc. inc. inc. Sibut RCA 19/10/2013
147 Rendre 4 | 05°44.281"' | 019°09.986' 1652 m Sibut RCA 22/09/2013
148 Yalipé 3 | 05°33.610' | 019°07.038' 1354 m Sibut RCA 22/09/2013
149 JPN 3 | 05°61.214' | 019°15.520' 1420 m Sibut RCA 22/09/2013
150 Babouche 3 | 05°33.610' | 019°07.038' 1354 m Sibut RCA 22/09/2013
151 Ombella 3 | 05°33.610' | 019°07.038' 1354 m Sibut RCA 22/09/2013
152 JPN 3 | 05°38.463' | 018°22.768' 1522 m Sibut RCA 21/09/2013
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Les échantillons du Tchad

Coordonnées GPS

date de
N° | Variété IGS | Nord Est altitude | Site Pays collecte
1| six mois 2(09°15.636' | 015°50.055' 1260 m Kélo Tchad 11/04/2013
2 | six mois 2(09°15.642' |015°50.018' 1264 m Kélo Tchad 11/04/2013
3| cameroun 2(09°15.667' |015°50.016' 1258 m Kélo Tchad 11/04/2013
4 [ cameroun 2109°15.689" [ 015°50.025' 1261 m Kélo Tchad 11/04/2013
5| moreye 2109°15.716' | 015°50.024' 1264 m Kélo Tchad 11/04/2013
6 | moreye 2109°15.715" | 015°50.025' 1268 m Kélo Tchad 11/04/2013
7| moreye 1109°15.716' | 015°50.022' 1265 m Kélo Tchad 11/04/2013
8 | six mois 2109°15.508" |015°50.022' 1272 m Kélo Tchad 11/04/2013
9| six mois 2(09°15.505' |015°50.034' 1268 m Kélo Tchad 11/04/2013
10| six mois 2(09°15.505' |015°50.033' 1266 m Kélo Tchad 11/04/2013
11| locale kana 3108°40.297" | 015°54.854' 1502 m Kélo Tchad 11/04/2013
12 | locale kana 2108°40.288' |015°54.851' 1496 m Kélo Tchad 11/04/2013
13| locale kana 4108°40.216' ]015°54.854' 1513 m Kélo Tchad 11/04/2013
14 |inc. 3(08°40.254' |015°54.884' 1521 m Kélo Tchad 11/04/2013
15| locale kana 1(08°40.272" |015°54.893' 1514 m Kélo Tchad 11/04/2013
16 | locale kana 2108°40.257" |015°54.888' 1519 m Kélo Tchad 11/04/2013
17 | variété sauvage 2109°17.949" |015°48.560' 1242 m Kélo Tchad 11/04/2013
18 inc. 4(07°35.275" |015°35.437 1776 m Kélo Tchad 06/04/2013
19| ngoe 2107°35.273" [ 015°35.439' 1786 m Kélo Tchad 06/04/2013
20| ngoe 3107°35.272" [ 015°35.441' 1787 m Kélo Tchad 06/04/2013
21| ngoe 4(07°35.269" |015°35.443' 1788 m Kélo Tchad 06/04/2013
22| ngoe 1107°35.267" | 015°35.446' 1790 m Kélo Tchad 06/04/2013
23| ngoe 1107°35.265' | 015°35.449' 1788 m Kélo Tchad 06/04/2013
24| ngoue 2107°35.261"' | 015°35.454' 1779 m Kélo Tchad 06/04/2013
25| ngoue 1107°35.259' |015°35.457" 1776 m Kélo Tchad 06/04/2013
26 | ngoue 3(07°35.256" | 015°35.459' 1788 m Kélo Tchad 06/04/2013
27 | ngoue 3107°35.253" [ 015°35.463' 1780 m Kélo Tchad 06/04/2013
28 | tombadje 2109°18.159" | 015°36.937" 1281 m Kélo Tchad 10/04/2013
29 | tessem 2109°18.139" [ 015°36.965' 1280 m Kélo Tchad 10/04/2013
30 [ tessem 2(09°18.136" |015°36.994' 1285 m Kélo Tchad 10/04/2013
31| tombadje 2109°18.178" [015°36.992' 1289 m Kélo Tchad 10/04/2013
32 | tombadje 2109°18.179" [015°36.983' 1284 m Kélo Tchad 10/04/2013
33| tombadje 2109°18.233" [ 015°36.941' 1287 m Kélo Tchad 10/04/2013
34 | ngali berokou 2109°18.014" |015°36.466' 1281 m Kélo Tchad 10/04/2013
35 | ngali berokou 2109°18.013' |[015°36.458' 1280 m Kélo Tchad 10/04/2013
36 | ngali berokou 2109°18.014' [ 015°36.456' 1281 m Kélo Tchad 10/04/2013
37 | locall mainani 2(08°36.827' |016°34.544' 1324 m Kélo Tchad 14/06/2013
38 | locall mainani 3(08°36.826' | 016°34.540' 1325 m Kélo Tchad 14/06/2013
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39 [ locall mainani 3(08°36.856' |016°34.527 1321 m Kélo Tchad 14/06/2013
40 | locall mainani 2(08°36.861" |016°34.520' 1323 m Kélo Tchad 14/06/2013
41| local2 mainani 2(08°36.853" |016°34.507' 1315 m Kélo Tchad 14/06/2013
42 [ local2 mainani 3108°36.852" |016°34.499' 1314 m Kélo Tchad 14/06/2013
43 | local3 mainani 2108°36.845" |016°34.483' 1310 m Kélo Tchad 14/06/2013
44 | local3 mainani 3108°36.844' |016°34.480' 1313 m Kélo Tchad 14/06/2013
45| 253-264 2108°40.548" |[016°33.639' 1323 m Kélo Tchad 15/06/2013
46 | 13-B522 2(08°40.545' |016°33.650' 1312 m Kélo Tchad 15/06/2013
47 | RTD 98/005 3(08°40.540" |016°33.643' 1307 m Kélo Tchad 15/06/2013
48 | 99-A405 3(08°40.554' |016°43.645' 1319 m Kélo Tchad 15/06/2013
49197/4764 3(08°40.557" |016°33.651' 1329 m Kélo Tchad 15/06/2013
50 | Ngali Moré 2108°40.523" [016°33.624' 1309 m Kélo Tchad 15/06/2013
51 | jatropha curcas 3(08°40.482" |016°33.585' 1205 m Kélo Tchad 15/06/2013
52| inc. 3108°40.338' [016°33.749' 1302 m Kélo Tchad 15/06/2013
53| ngouti 2108°18.663" |018°45.196' 1317 m sarh Tchad 07/06/2013
54 | ngouti 3108°18.649" |018°45.199' 1320 m sarh Tchad 07/06/2013
55 | torbay 2108°18.472" |018°45.159' 1319 m sarh Tchad 07/06/2013
56 | morbay 3108°18.469" |018°45.160' 1319 m sarh Tchad 07/06/2013
57 | ngouti 3108°18.611" |018°44.963' 1307 m sarh Tchad 07/06/2013
58 | ngouti 2108°18.612"' |018°44.964' 1298 m sarh Tchad 07/06/2013
59 | morbay 2108°18.628" |018°44.966' 1286 m sarh Tchad 07/06/2013
60 | kangara 2108°18.639" |018°44.966' 1286 m sarh Tchad 07/06/2013
61 | mandkako 2108°51.322" [017°26.712' 1213 m sarh Tchad 10/06/2013
62| GAR 2108°51.343" [ 017°26.699' 1213 m sarh Tchad 10/06/2013
63| GAR 3108°51.346' [017°26.695' 1215 m sarh Tchad 10/06/2013
64| GAR 4(08°51.371' |017°26.690' 1218 m sarh Tchad 10/06/2013
65| GAR 3108°53.010° [ 017°26.097" 1211 m sarh Tchad 10/06/2013
66 | mandkako 2109°01.546' |[017°59.121' 1419 m sarh Tchad 08/06/2013
67 | mandkako 3109°01.555" [017°59.121' 1430 m sarh Tchad 08/06/2013
68 | mandkako 4(09°02.536' |018°00.369' 1385 m sarh Tchad 08/06/2013
69 | nani hogui 2109°02.542" [018°00.369' 1382 m sarh Tchad 08/06/2013
70 | nani hogui 3(09°02.545" | 018°00.365' 1387 m sarh Tchad 08/06/2013
71| ngalinda 2109°02.559" |018°00.385' 1380 m sarh Tchad 08/06/2013
72 | ngalinda 2109°02.552" |018°00.387" 1380 m sarh Tchad 08/06/2013
73 | biyeng 2(09°10.385" |018°13.555' 1197 m sarh Tchad 08/06/2013
74 | biyeng 3109°10.370" |018°13.560' 1206 m sarh Tchad 08/06/2013
75 | biyeng 3109°10.369" |018°13.571' 1200 m sarh Tchad 08/06/2013
76 | six mois 3(09°10.292" |018°13.641"' 1202 m sarh Tchad 08/06/2013
77 | inconnue 4(09°10.291' |018°13.643' 1197 m sarh Tchad 08/06/2013
78 | six mois 3109°10.292" [018°13.647" 1196 m sarh Tchad 08/06/2013
79 | biyeng 2109°10.304' [018°13.658' 1196 m sarh Tchad 08/06/2013
80 | inconnue 3(09°10.310" |018°13.660' 1202 m sarh Tchad 08/06/2013
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81 | biyeng 3108°48.864" |018°29.984' 1249 m sarh Tchad 07/06/2013
82| biyeng 2108°48.864' [018°29.981' 1258 m sarh Tchad 07/06/2013
83 | karanga 3108°48.599" |[018°29.782' 1250 m sarh Tchad 07/06/2013
84 | karanga 2108°48.608" |018°29.794' 1244 m sarh Tchad 07/06/2013
85 [ tolmad 3108°48.699" |018°29.745' 1241 m sarh Tchad 07/06/2013
86 [ korkoh 2108°48.701" | 018°29.740' 1246 m sarh Tchad 07/06/2013
87 | korkoh 2108°48.740" [018°29.752' 1245 m sarh Tchad 07/06/2013
88 [ korkoh 3(08°48.697' |018°29.755' 1236 m sarh Tchad 07/06/2013
89 | ngouti 3(08°18.802' |018°45.160' 1309 m sarh Tchad 07/06/2013
90 | ngouti 2(08°18.789" |018°45.166' 1303 m sarh Tchad 07/06/2013
91 | six mois 2(08°25.760" | 017°47.696' 1269 m sarh Tchad 06/06/2013
92 [ six mois 3(08°25.750" | 017°47.707' 1270 m sarh Tchad 06/06/2013
93| inconnue 3109°03.154' [ 018°25.480' 1236 m sarh Tchad 06/06/2013
94 [ inconnue 2109°03.145" [ 018°25.476' 1229 m sarh Tchad 06/06/2013
95| boyo 2109°03.600" |018°25.406' 1225 m sarh Tchad 06/06/2013
96 | boyo 3109°03.598" |[018°25.405' 1219 m sarh Tchad 06/06/2013
97 | boyo 3109°03.604' [018°25.579' 1213 m sarh Tchad 06/06/2013
98 | boyo 2109°03.601"' |[018°25.374' 1212 m sarh Tchad 06/06/2013
99 | boyo 3]08°11.753" [ 017°36.596' 1312 m sarh Tchad 05/06/2013
100 | karibay 3108°13.726' |017°39.878' 1296 m sarh Tchad 05/06/2013
101 | pagassou 3108°13.674' [017°39.925' 1300 m sarh Tchad 05/06/2013
102 | pagassou 3108°13.671" [017°39.927 1303 m sarh Tchad 05/06/2013
103 | pagassou 2108°11.762" [017°36.614' 1314 m sarh Tchad 05/06/2013
104 | tamandoze 3108°10.305' [ 017°34.355' 1303 m sarh Tchad 05/06/2013
105 | tamandoze 2108°06.274' | 017°32.040' 1303 m sarh Tchad 04/06/2013
106 | tamandoze 4(08°06.283' |017°32.051' 1303 m sarh Tchad 04/06/2013
107 | tamandoze 3108°11.473" [017°36.225' 1303 m sarh Tchad 04/06/2013
108 | tamandoze 2108°11.469" |017°36.228' 1307 m sarh Tchad 04/06/2013
109 | tamandoze 4(08°11.468' |017°36.232' 1307 m sarh Tchad 04/06/2013
110 | boyo 2108°10.319" [017°34.345' 1301 m sarh Tchad 05/06/2013
111 | boyo 3108°10.318" [ 017°34.346' 1309 m sarh Tchad 05/06/2013
112 |inc. 3108°43.611" [017°09.639' 1263 m sarh Tchad 10/06/2013
113|inc. 3108°40.611' |[016°33.749' 1263 m sarh Tchad 15/06/2013
114 | GAR 3(08°44.043' |017°10.987' 1263 m sarh Tchad 10/06/2013
115| GAR 2108°44.004 017°11.058' 1272 m sarh Tchad 10/06/2013
116 | six mois 3(08°43.596' |017°09.648' 1266 m sarh Tchad 10/06/2013
117 | mandkako 2108°51.322" [017°26.712' 1217 m sarh Tchad 10/06/2013
118 ngali mand 2108°50.216' | 017°22.660' 1257 m sarh Tchad 10/06/2013
119 ngali mand 3108°50.225' [017°22.683' 1263 m sarh Tchad 10/06/2013
120 | GAR 4108°42.102' [017°10.917 1267 m sarh Tchad 10/06/2013
121 | GAR 2(08°44.101' |017°10.923' 1271 m sarh Tchad 10/06/2013
122 | GAR 3(08°44.095' |017°10.929' 1272 m sarh Tchad 10/06/2013
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123| GAR 2108°44.039" [017°10.989' 1277 m sarh Tchad 10/06/2013
124 | GAR 4(08°44.005' |017°10.065' 1281 m sarh Tchad 10/06/2013
125| GAR 3108°44.001' [017°11.066' 1285 m sarh Tchad 10/06/2013
126 | GAR 4(08°43.954' | 017°11.047 1277 m sarh Tchad 10/06/2013
127| GAR 2108°43.952" [017°11.047" 1272 m sarh Tchad 10/06/2013
128 | GAR 3108°43.947" [017°11.045' 1274 m sarh Tchad 10/06/2013
129 six mois 4(08°43.603' |017°09.654" 1254 m sarh Tchad 10/06/2013
130 | six mois 2(08°43.600" |017°09.648' 1258 m sarh Tchad 10/06/2013
131 | Kadbitei 3(08°42.255' | 017°09.669' 1267 m sarh Tchad 10/06/2013
132 | six mois 3(08°42.257" | 017°09.654' 1265 m sarh Tchad 10/06/2013
133 six mois 4108°42.256' |[017°09.654' 1260 m sarh Tchad 10/06/2013
134 | six mois 2108°42.253" [017°09.653' 1264 m sarh Tchad 10/06/2013
135 | six mois 2108°42.040" [017°09.857" 1267 m sarh Tchad 10/06/2013
136 | six mois 3108°42.039" [017°09.874' 1259 m sarh Tchad 10/06/2013
137 | six mois 4108°42.012' |[017°09.898' 1266 m sarh Tchad 10/06/2013
138 | ngali 3108°40.851" |017°07.420' 1280 m sarh Tchad 10/06/2013
139 | ngali 2108°40.856' |017°07.420' 1272 m sarh Tchad 10/06/2013
140 | jatropha curcas 2108°07.065" |[017°30.338' 1321 m sarh Tchad 04/06/2013
141 | ngali nda 2108°17.075" [017°30.312' 1344 m sarh Tchad 04/06/2013
142 | boundou 3(08°53.021" | 017°26.102' 1208 m sarh Tchad 10/06/2013
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Les échantillons du Congo

Coordonnées GPS
] N° de_ o . . Date de
I'échantillo | Variété IGS Sud Est Altitude Site Pays

n collecte

1 Boulabipaki 4104°34.044' 014°40.457" 490 m Odziba Congo | 18/06/2012
2 Moudouma 4104°03.986' 013°10.162' 223,3m | Odziba Congo | 14/01/2013
3 violet 4104°28.589 014°42.052' 466 m Odziba Congo | 18/06/2012
4 Moumbochi 5104°18.947 013°69.66' 192,7m | Odziba Congo | 21/01/2013
5 IITA/ 029 4104°21.996' 013°62.837" 168,5m | Odziba Congo | 16/01/2013
6 Ndombi 4104°36.053' 014°40.369' 506 m Odziba Congo | 19/06/2012
7 Ndombi 5104°42.336' 014°39.065' 586 m Odziba Congo | 19/06/2012
8 Moudouma 3104°05.068' 012°38.284' 312,8 m | Odziba Congo | 11/01/2013
9 Moukoulampimpa 4104°24.592' 014°45.071" 509 m Odziba Congo | 18/06/2012
10 Bayenda 5104°42.336' 014°39.065' 586 m Odziba Congo | 19/06/2012
11 Mahala 5104°46.282' 014°37.171' 586 m Odziba Congo | 19/06/2012
12 Inconnue 4104°05.083' 015°21.524' 500 m Odziba Congo | 08/06/2012
13 Ngapi 4103°55.378' 015°26.238' 705 m Odziba Congo | 07/06/2012
14 Dimbouana 4103°98.078' 012°61.000' 2136 m | Odziba Congo | 11/01/2013
15 IITA 0162 4104°21.996' 013°62.837" 168,5m | Odziba Congo | 16/01/2013
16 0325 IITA, 2104°00.048' 013°91.127" 517,3m | Odziba Congo | 18/01/2012
17 Kissindi 5104°22.177 013°62.913' 161,7 m | Odziba Congo | 16/01/2013
18 IITA /029 3104°18.947 013°69.66' 192,7m | Odziba Congo | 21/01/2013
19 Ngapi 4103°25.27 015°39.588' 653 m Odziba Congo | 02/06/2012
20 Ngapi 4103°32.37 015°34.162' 675m Odziba Congo | 04/06/2012
21 Ngapi 4103°36.408' 015°33.134' 649 m Odziba Congo | 04/06/2012
22 Ngatsa 5103°36.408' 015°33.134' 649 m Odziba Congo | 04/06/2012
23 Ngapi 5103°31.424' 015°26.172" 672 m Odziba Congo | 04/06/2012
24 Ngatsa 5103°31.424' 015°26.172' 672 m Odziba Congo | 04/06/2012
25 Ngapi 5103°29.511 015°35.116' 613 m Odziba Congo | 04/06/2012
26 TME60444 (1ITA) 2102°29.130' 015°45.554' 635m Ngo Congo | 05/06/2012
27 Boundji (6 mois) 3102°29.130' 015°45.554' 635m Ngo Congo | 05/06/2012
28 Ipi 3102°28.024' 015°45.112' 628 m Ngo Congo | 05/06/2012
29 Gangara 3102°35.030' 015°39.191" 650 m Ngo Congo | 05/06/2012
30 Ngatsa 4102°42.164' 015°32.539' 662 m Ngo Congo | 05/06/2012
31 Ntsilou 3102°42.164' 015°32.539' 662 m Ngo Congo | 05/06/2012
32 Ngatsa 5102°50.436' 015°32.571" 664 m Ngo Congo | 05/06/2012
33 inc. 3102°28.024' 015°45.112' 628 m Ngo Congo | 05/06/2012
34 inc. 3102°35.030' 015°39.191" 650 m Ngo Congo | 05/06/2012
35 IITA 029 3103°80.905' 012°53.246' 1849 m | Odziba Congo | 11/01/2012
36 Moudouma 4104°28.933' 012°76.957 3884 m | Odziba Congo | 11/01/2013
37 variété SC8 chinois. 4104°20.143' 015°10.249' 301m Odziba Congo | 22/06/2012
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38 Ntouloubandoumba 4104°22.113 015°07.588' 341 m Odziba Congo | 22/06/2012
39 Ntantari 4104°16.222' 014°43.105' 448 m Odziba Congo | 19/06/2012
40 Ngatsa 4103°42.119' 015°34.572' 680 m Odziba Congo | 07/06/2012
41 Ngatsa 4103°26.471' 015°39.329' 680 m Odziba Congo | 06/06/2012
42 Ngatsa 5103°05.440' 015°37.304' 685 m Odziba Congo | 05/06/2012
43 variété SC5 chinoi. 5104°20.143' 015°10.249' 301m Odziba Congo | 22/06/2012
44 Ntouloubandoumba 4104°26.226' 015°05.579' 350 m Odziba Congo | 22/06/2012
45 Ngatsa 4103°20.315' 015°31.197" 699 m Odziba Congo | 06/06/2012
46 Ngatsa 4103°20.255' 015°33.589' 685 m Odziba Congo | 06/06/2012
47 Ngapi (violet) 2103°42.119' 015°34.572' 680 m Odziba Congo | 07/06/2012
48 Ngapi (violet) 5103°42.119' 015°34.572' 680 m Odziba Congo | 07/06/2012
49 variété SC9 chinoi. 5104°20.143' 015°10.249' 301 m Odziba Congo | 22/06/2012
50 Mahabama 4104°14.293' 013°15.648' 174,6 m | Odziba Congo | 17/01/2012
51 Ngapi 2103°50.130' 015°26.508' 707 m Odziba Congo | 07/06/2012
52 Ngatsa 4103°42.263' 015°30.101" 687 m Odziba Congo | 07/06/2012
53 Ngatsa 4103°58.240' 015°23.247' 720 m Odziba Congo | 08/06/2012
54 Ngatsa 4103°55.378' 015°26.238' 705 m Odziba Congo | 07/06/2012
55 Ngapi 4103°51.299' 015°24.290' 708 m Odziba Congo | 07/06/2012
56 Ntsi'sachet 5103°95.080 013°81.142' 4799 m | Odziba Congo | 18/01/2013
57 Mahabama 4104°11.395' 013°91.567' 267 m Odziba Congo | 18/01/2013
58 Jamais decu 4104°26.202' 013°84.536' 198,5m | Odziba Congo | 21/01/2013
59 Caoutchouc 3104°14.559' 015°14.469' 321m Odziba Congo | 22/06/2012
60 Imvoutoulou 5103°80.483' 013°32.351" 350,6 m | Odziba Congo | 14/01/2013
61 Moudouma 4103°63.985' 013°36.467' 4484 m | Odziba Congo | 14/01/2013
62 Mouritanie 4103°94.268' 012°80.695' 141,6 m | Odziba Congo | 15/01/2013
63 Mahabama 4104°13.771' 013°08.859' 1605 m | Odziba Congo | 15/01/2013
64 Mbeté 4104°16.769' 013°37.147' 2019 m | Odziba Congo | 16/01/2013
65 Moudouma 4104°16.237" 013°24.475' 166,9 m | Odziba Congo | 17/01/2013
66 Makinimangueté 4104°28.297" 012°71.126' 360,1 m | Odziba Congo | 12/01/2013
67 Moudouma 3103°96.932' 013°15.132' 352,8 m | Odziba Congo | 14/01/2013
68 Ngapi 3103°27.200' 015°39.150' 590 m Odziba Congo | 02/06/2012
69 Ngapi 2 03°27.200' 015°39.150' 590 m Odziba Congo | 02/06/2012
70 inc. 4103°94.889' 013°82.224' 4819 m | Odziba Congo | 18/01/2013
71 Moupel ya bengué 4103°88.099' 013°88.916' 495 m Odziba Congo | 18/01/2013
72 Madama 4104°17.066' 013°61.207" 168 m Odziba Congo | 21/01/2013
73 Ngatsa 2103°50.130 015°26.508' 707 m Odziba Congo | 07/06/2012
74 Mouhozi 4104°16.719' 013°48.981' 184,8 m | Odziba Congo | 16/01/2013
75 Ndombi 4104°18.384' 014°40.162' 465 m Odziba Congo | 21/01/2013
76 Dimbouana 4104°07.501' 012°88.879' 177m Odziba Congo | 18/01/2013
77 Ndombi 41 04°20.096' 014°43.558' 454 m Odziba Congo | 18/01/2013
78 Ngapi 4103°50.130' 015°26.508' 707 m Odziba Congo | 07/06/2012
79 IITA inconnu 3103°80.905' 012°53.246' 1849 m | Odziba Congo | 11/06/2012

115




80 Moudouma 4103°87.509' 013°20.866' 292,1m | Odziba Congo | 14/01/2012
81 Moudouma 4103°98.078' 012°61.000' 2136 m | Odziba Congo | 11/01/2012
82 Mahabama 4| 04°07.280' 012°97.021" 130 m Odziba Congo | 15/01/2012
83 1ITA 0162 3| 04°26.750' 012°72.035' 346,8 m | Odziba Congo | 12/01/2012
Les échantillons du Cameroun
Coordonnées GPS
l’écll:lz:notkiellon Variété IGS Nord Est Altitude Site Pays I(?oaﬁgc('][ls
1]inc. 2| inc. inc. inc. Matomb | Cameroun |12/12/2012
2|inc. 2| inc. inc. inc. Matomb | Cameroun | 15/12/2012
3| Agric 2(04°35.871' 009°29.824' |[188 m Matomb | Cameroun |24/09/2012
418034 3| inc. inc. inc. Matomb | Cameroun | 06/03/2013
5| Local red 3(04°04.814' 009°00.733" [32m Matomb | Cameroun inc,
6 | Agric 2| 04°36.902' 009°02.665' |60 m Matomb | Cameroun |25/09/2012
7 | Pétrole rouge 3104°43.924' 009°40.759" [473 m Matomb | Cameroun |27/09/2012
8| inc. 2| inc. inc. inc. Matomb | Cameroun | 14/12/2012
9| inc. 2| inc. inc. inc. Matomb | Cameroun | 14/12/2012
10| inc. 2| inc. inc. inc. Matomb | Cameroun | 14/12/2012
11| Pétiole blanc 2(04°10.294' 009°28.133' Matomb | Cameroun |21/09/2012
12| inc. 2| inc. inc. inc. Matomb | Cameroun | 15/12/2012
13| Local white 3104°04.830' 009°12.138" [459m Matomb | Cameroun | 20/09/2012
14| inc. 2| inc. inc. inc. Matomb | Cameroun | 15/12/2012
15| 8061 3]inc. inc. inc. Matomb | Cameroun | 06/03/2013
16| inc. 2| inc. inc. inc. Matomb | Cameroun | 15/12/2012
17120126 2| inc. inc. inc. Matomb | Cameroun | 06/03/2013
18960023 2| inc. inc. inc. Matomb | Cameroun | 06/03/2013
19 NA 2 |inc. inc. inc. Matomb | Cameroun |15/12/2012
20 | Pétrole rouge 3104°33.056' 009°13.379" (83 m Matomb | Cameroun |26/09/2012
21(920326 2 |inc. inc. inc. Matomb | Cameroun | 06/03/2013
22 | Pétrole rouge 3104°39.439' 009°29.093' (83 m Matomb | Cameroun |26/09/2012
23| Otoko 3(04°36.902' 009°02.665' |60 m Matomb | Cameroun | 25/09/2012
24 | Agric 2104°04.814' 009°00.733" |32m Matomb | Cameroun | 20/09/2012
25| locao red 3(04°04.830" 009°12.138"' | 459 m Matomb | Cameroun |20/09/2012
26 | Pétiole blanc 204°21.252' 009°25.994' [22m Matomb | Cameroun | 22/09/2012
271920057 2| inc. inc. inc. Matomb | Cameroun | 06/03/2013
281 inc. 2| inc. inc. inc. Matomb | Cameroun | 14/12/2012
291 inc. 2| inc. inc. inc. Matomb | Cameroun | 15/12/2015
301 inc. 2| inc. inc. inc. Matomb | Cameroun | 14/12/2012
31]inc. 2| inc. inc. inc. Matomb | Cameroun | 14/12/2012
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32| inc. 2 |inc. inc. inc. Matomb | Cameroun |14/12/2012
33| inc. 2 |inc. inc. inc. Matomb | Cameroun | 15/12/2015
34 | Excel 4 |inc. inc. inc. Matomb | Cameroun | 06/03/2013
35]inc. 2| inc. inc. inc. Matomb | Cameroun |12/12/2012
36 | inc. 2 |inc. inc. inc. Matomb | Cameroun |13/12/2012
37| inc. 2 |inc. inc. inc. Matomb | Cameroun | 15/12/2015
38| inc. 2 |inc. inc. inc. Matomb | Cameroun |13/12/2012
39 | Pétrole rouge 3104°44.088' 009°34.467" (131 m Matomb | Cameroun | 27/09/2012
401 inc. 2| inc. inc. inc. Matomb | Cameroun | 15/12/2015
411inc. 2| inc. inc. inc. Matomb | Cameroun |12/12/2012
42 | Pétiole rouge 3104°21.252' 009°25.994" (22 m Matomb | Cameroun | 22/09/2012
43| inc. 3(04°08.085' 009°25.992"' |22 m Matomb | Cameroun | 21/09/2012
44 | Agric 204°33.056' 009°13.379' |83 m Matomb | Cameroun | 26/09/2012
45| Local white 3(04°01.146' 009°06.226" |55 m Matomb | Cameroun | 20/09/2012
46| inc. 2| inc. inc. inc. Matomb | Cameroun | 13/12/2012
47 | Pétiole rouge 2 ( 04°08.085' 009°25.992"' (22 m Matomb | Cameroun |21/09/2012
48| Pétrole rouge 3104°35.871" 009°29.824' |[188 m Matomb | Cameroun |24/09/2012
49 inc. 2 |inc. inc. inc. Matomb | Cameroun |12/12/2012
50 | inc. 2 |inc. inc. inc. Matomb | Cameroun |14/12/2012
51| inc. 2 |inc. inc. inc. Matomb | Cameroun | 14/12/2012
52| inc. 2 |inc. inc. inc. Matomb | Cameroun |12/12/2012
53 | Agric 3(04°01.146' 009°06.226' |55 m Matomb | Cameroun | 20/09/2012
54| inc. 2 |inc. inc. inc. Matomb | Cameroun |14/12/2012
55]inc. 2| inc. inc. inc. Matomb | Cameroun | 13/12/2012
56 | Pétiole rouge 3104°04.190' 011°33.1904' [615m Matomb | Cameroun | 17/05/2013
57 | Pétiole rouge 3104°04.190' 011°33.1904' [615m Matomb | Cameroun | 17/05/2013
58 | Pétiole rouge 3103°49.093' 011°02.987" [583 m Matomb | Cameroun | 18/05/2013
59 | Excel 3[04°12.504' 009°19.383"' | 443 m Matomb | Cameroun |20/05/2013
60 | Pétiole rouge 3103°56.501" 011°18.684" [562m Matomb | Cameroun | 16/05/2013
61 | Pétiole rouge 3(04°11.976' 011°23.280" |528 m Matomb | Cameroun |[17/05/2013
62 | Pétiole vert 3(03°47.559' 011°23.234" | 717 m Matomb | Cameroun | 18/05/2013
63 | Pétiole rouge 3103°47.559' 011°23.234" 717 m Matomb | Cameroun | 18/05/2013
64 | Pétiole vert 3(04°04.190' 011°33.1904' | 615 m Matomb | Cameroun |17/05/2013
65 | Pétiole vert 2103°50.833' 010°03.769" |153m Matomb | Cameroun | 18/05/2013
66 | Pétiole vert 3(04°06.270' 011°15.014"' | 547 m Matomb | Cameroun | 15/05/2013
67 | Moan morm 3104°22.937 011°26.131" [552m Matomb | Cameroun | 17/05/2013
68 | Local amer 2(04°22.937" 011°26.131" [552m Matomb | Cameroun | 17/05/2013
69 | Pétiole rouge 3(04°16.725' 011°13.637" | 408 m Matomb | Cameroun [ 15/05/2013
70 | Pétiole violet 3(04°10.825' 011°33.371' | 541 m Matomb | Cameroun | 16/05/2013
71 | Pétiole vert 3104°02.400' 011°21.292" 591 m Matomb | Cameroun | 15/05/2013
72 | Pétiole rouge 2{03°50.833' 010°03.769" [ 153 m Matomb | Cameroun | 18/05/2013
73 | Pétiole rouge 3(04°06.270" 011°15.014' | 547 m Matomb | Cameroun | 15/05/2013

117



74 | Pétiole vert 3(04°21.145' 011°16.129' |401m Matomb | Cameroun |17/05/2013
75 | Pétiole vert 204°19.757 011°40.554' | 464 m Matomb | Cameroun | 16/05/2013
76 | Pétiole vert 3(04°07.387" 009°30.174" |13 m Matomb | Cameroun | 18/05/2013
77 | Pétiole vert 3(04°16.725' 011°13.637" | 408 m Matomb | Cameroun | 15/05/2013
78 | Pétiole rouge 2| 03°49.093' 011°02.987' [583 m Matomb | Cameroun | 18/05/2013
79 | Pétiole rouge 3104°07.387" 009°30.174' (13 m Matomb | Cameroun | 18/05/2013
80| inc. inc. |inc. inc. inc. Matomb | Cameroun |15/12/2012
81 | Petiole rouge 3103°01.225' 000°57.505" (24 m Matomb | Cameroun | 03/09/2013
82 | Petiole rouge 3103°24.744' 010°07.388"' |57 m Matomb | Cameroun | 03/09/2013
83 | Petiole rouge 3102°41.090' 000°51.000" (29 m Matomb | Cameroun | 03/09/2013
84 | Petiole rouge 3102°41.090' 000°51.000" (29 m Matomb | Cameroun | 03/09/2013
85 | Petiole rouge 4102°47.904' 010°51.440" [679m Matomb | Cameroun | 04/09/2013
86 [ Ngonemekem 3(02°30.994' 011°04.105" |597 m Matomb | Cameroun | 05/09/2013
87 | Petiole vert 3(02°49.103' 011°00.104' |589 m Matomb | Cameroun | 05/09/2013
88 | Petiole rouge 3]03°12.579' 011°24.150" [658 m Matomb | Cameroun | 05/09/2013
89| inc. 3(02°19.874' 011°24.027° | 574 m Matomb | Cameroun | 05/09/2013
90 | Petiole rouge 3102°49.103' 011°00.104' [589m Matomb | Cameroun | 05/09/2013
91 | Petiole vert 3(03°35.766' 011°01.000" | 724 m Matomb | Cameroun | 06/09/2013
92 [ Petiole vert 4(02°47.004' 010°20.700" | 248 m Matomb | Cameroun | 04/09/2013
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Les échantillons du Gabon

Coordonnées GPS

N° de Nom des Date de

I’échantillon | variétés IGS | Nord Est Altitude Site Pays collecte
1| kunda 3(01°36.056' |013°15.090" [456 m Motobo | Gabon 21/03/2014
2 g}gr‘i(‘far‘ga 3|01°20.474' |013°31.830' |320m Motobo | Gabon 20/03/2014
3|inc. 3(01°40.309' |013°21.003' [442m Motobo | Gabon inc
4| inc. 3|inc. inc. inc. Motobo | Gabon inc
5| inc. 3101°49.217' 1 013°35.914"' |461m Motobo Gabon 14/03/2014
6| inc. 3]01°30.886" | 013°32.662"' | 339 m Motobo | Gabon inc
7|inc. 3]01°49.217' | 013°35.914" 461 m Motobo | Gabon inc
8 | six mois 3]01°36.095" | 013°09.607' |485 m Motobo | Gabon 21/03/2014
9| lekaga 3(01°15.942"' [ 013°31.936' |438m Motobo | Gabon 20/03/2014
10 | Moupel 2| inc. inc. 451 m Motobo | Gabon inc
11 | oyourakonda 3(01°34.761" | 013°09.948' |419 m Motobo | Gabon 21/03/2014
12 [ moussala 2101°50.329' [ 013°36.112" [458 m Motobo | Gabon 14/03/2014
13| inc. 4101°39.211' |013°33.260" | 385 m Motobo Gabon 24/03/2014
14 g}gr‘:'ganga 2102°00.449' | 013°36.693' |477 m Motobo | Gabon inc
15| inc. 3101°44.677' | 013°44.916' |419m Motobo Gabon 25/03/2014
16| inc. 4101°43.971' 1 013°43.381"' |418 m Motobo Gabon 25/03/2014
17]inc. 4101°38.800" [013°33.390" |371m Motobo Gabon 24/03/2014
18] inc. 4101°38.800" [013°33.390" |371m Motobo Gabon 22/03/2014
19 | ngouazi 3101°34.761' 1013°09.948' 419 m Motobo Gabon 21/03/2014
20 | mouanganga 3]01°50.329" | 013°36.112" | 458 m Motobo | Gabon 14/03/2014
21 E}gr‘]"ganga 3|01°20.474' | 013°31.830' 320 m Motobo | Gabon 20/03/2014
22 ]inc. 2(01°40.309' | 013°21.003" | 442 m Motobo | Gabon inc
23| moukanga vert 3(01°44.307' | 013°37.845' 1412 m Motobo | Gabon inc
24 g}gﬁ'c‘a”ga 3|01°49.207' |013°35.919' |451m Motobo | Gabon inc
25 | ofoufou 4|inc. inc. inc. Motobo | Gabon inc
26| inc. 3101°37.785' {013°32.434' |306 m Motobo [ Gabon 22/03/2014
27]inc. 3| inc. inc. inc. Motobo | Gabon inc
28 | sanza motoba 4(01°15.942' 1013°31.936" [438 m Motobo | Gabon 20/03/2014
29| okanga 3]01°33.572"' | 013°34.530"' | 391 m Motobo | Gabon 11/103/14
30 [ moment 3(01°25.243' ]1013°32.293' [324m Motobo | Gabon 18/03/2014
31]inc. 4101°41.657" |013°40.642" |434 m Motobo Gabon 25/03/2014
32| violet 3101°36.095' [ 013°09.607" |485m Motobo Gabon 21/03/2014
33| inc. 4101°38.800" {013°33.390' |371m Motobo | Gabon 24/03/2014
341inc. 4101°38.800" {013°33.390' |371m Motobo | Gabon 22/03/2014
35| ngouazi 3101°34.761' {013°09.948' |419m Motobo | Gabon 21/03/2014
36 | mouanganga 3101°50.329' | 013°36.112" |458 m Motobo Gabon 14/03/2014
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Les échantillons de la Guinée Equatoriale

Coordonnées GPS
N° de Nom des Date de
I’échantillon | variétés IGS | Nord Est Altitude Site Pays collecte
1linc. 3(03°37.970' | 08°53.375' [317m Bioko Guinée E. 15/12/2013
2|inc. inc. |03°44.980' | 08°49.448' |65 m Bioko Guinée E. 15/12/2013
3linc. 3103°44.980" [ 08°49.448' |65m Bioko Guinée E. 15/12/2013
4 |inc. inc. [03°35.954' |08°36.970' |54 m Bioko Guinée E. 15/12/2013
5(inc. 5(03°41.101' | 08°39.335' [103 m Bioko Guinée E. 15/12/2013
6| inc. inc. |03°27.657' [ 08°865.00' |100 m Bioko Guinée E. 15/12/2013
7|inc. 3(01°16.725' |11°16.145' |[683 m Evinayong | Guinée E. 18/12/2013
8| inc. 2(01°18.378' | 11°16.145" |667 m Evinayong | Guinée E. 18/12/2013
9| inc. 3]01°05.562" | 10°36.567" |667 m Evinayong | Guinée E. 18/12/2013
10| inc. 3(01°34.947' 109°37.268' (13 m Evinayong | Guinée E. 18/12/2013
11| inc. 3(01°26.424' 110°32.479' |[685m Evinayong | Guinée E. 17/12/2013
12| inc. 3]01°25.059' |10°26.947" |636 m Evinayong | Guinée E. 17/12/2013
13| inc. 4(01°37.340' |10°19.336' |[606 m Evinayong | Guinée E. 17/12/2013
14 [ inc. 4(02°05.650' |11°18.876' [598 m Evinayong | Guinée E. 17/12/2013
15| inc. inc. |01°51.082' [10°03.287' 203 m Evinayong | Guinée E. 17/12/2013
16| inc. 3(01°52.609' |09°57.870' [162 m Evinayong | Guinée E. 16/12/2013
17| inc. 4101°93.433' [10°00.134' 696 m Evinayong | Guinée E. 19/12/2013
18 inc. 4101°18.569' [ 10°57.957" |682m Evinayong | Guinée E. 19/12/2013
19| inc. inc. [01°93.433' 110°00.134" |696 m Evinayong | Guinée E. 19/12/2013
201 inc. inc. [01°04.805' |10°45.423" |673 m Evinayong | Guinée E. 19/12/2013
211]inc. 3]01°02.283"' |10°39.076" |650 m Evinayong | Guinée E. 19/12/2013
22 ]inc. 4101°05.562" |10°36.567" |656 m Evinayong | Guinée E. 19/12/2013
231inc. 3]01°09.377' |10°33.894' |631m Evinayong | Guinée E. 19/12/2013
24| inc. 4(01°16.719' |11°16.150' [683 m Evinayong | Guinée E. 19/12/2013
251 inc. 4101°50.212"' | 10°52.079" |531m Evinayong | Guinée E. 19/12/2013
26 | inc. 3]01°34.445' 110°49.150" |inc. Evinayong | Guinée E. 02/04/2014
27]inc. 4101°50.333"' | 10°14.386" |inc. Evinayong | Guinée E. 31/03/2014
281 inc. 3]01°25.409" | 10°34.548" |inc. Evinayong | Guinée E. 01/04/2014
29| inc. 4(01°05.562' |10°36.567' |[656 m Evinayong | Guinée E. 02/04/2014
30| inc. 3(01°09.377' |110°33.894' [631m Evinayong | Guinée E. 02/04/2014

120



Annexe 3 : Exemple de fiche de collecte des données sur la parcelle de CEP de Pissa (Centrafrique)

V1= Rendre ; V2=Gabon ; V3=Togo blanc

N° cultivar | incidence | IGS |DMB | hauteur(m) | circonf.(cm) | nbre detub. | poids de tub.(kg)
1 V2-1 0 0 0 15 5 3 5,6
2 V2-2 0 0 2 1,86 7 5 6
3 V2-3 0 0 0 2,01 10 8 4,3
4 V2-4 0 0 0 0 0 0 0
5 V2-5 0 0 1 1,83 8 9 5,5
6 V2-6 0 0 1 1,91 10 8 6,6
7 \V2-7 1 1 1 1,95 9 7 5,8
8 V2-8 0 0 0 1,56 6 5 4,5
9 V2-9 0 0 3 1,45 5 3 4,4
10 V2-10 0 0 0 0 0 0 0
11 V2-11 0 0 0 1,36 5 1 1
12 V2-12 0 0 0 2,05 11 9 5,8
13 V2-13 0 0 1 1,76 9 7 4,2
14 V2-14 0 0 1 2,08 10 6 5
15 V/2-15 0 0 0 2,15 10 7 4,6
16 V2-16 0 0 2 1,75 9 7 4,8
17 \V2-17 0 0 0 0 0 0 0
18 V2-18 0 0 3 18 8 8 55
19 V2-19 0 0 0 1,45 7 5 2,9
20 V2-20 0 0 0 1,56 7 6 2,7
21 V2-21 0 0 0 1,43 8 3 25
22 \V2-22 0 0 4 1,69 7 5 2,4
23 V2-23 0 0 0 1,77 9 7 3,5
24 V2-24 0 0 0 2,2 9 9 5,1
25 \/2-25 0 0 0 1,81 8 8 4,9
26 \V2-26 0 0 0 0 0 0 0
27 \/2-27 0 0 0 2,3 9 10 4,8
28 V2-28 0 0 0 1,98 9 8 5,2
29 V2-29 0 0 0 1,59 7 7 2,9
30 V2-30 0 0 0 1,69 7 5 31
31 V2-31 0 0 0 1,49 7 3 2,8
32 V2-32 0 0 0 1,9 9 9 47
33 V2-33 1 2 0 1,6 8 5 3,2
34 V2-34 0 0 0 2,05 9 10 5,5
35 \/2-35 0 0 3 2,4 9 11 58
36 V/2-36 0 0 0 2,15 9 6 4,8
37 \/2-37 0 0 0 1,98 9 4,3
38 \V2-38 0 0 1 1,88 8 4,6
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Annexe 4

Figure 1 : Caractérisation des begomovirus dans les pays de la CEMAC

A et B : extraction d’ADN au LASBAD et AU CIRAD ; C : préparation de mix PCR ; D : gel révélant la présence d’ADN total dans les extraits au LASBAD ;EetF:
gel présentant les échantillons positifs aux begomovirus
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Figure 2 : Champ école paysan

A : Apprentissage sur les symptdmes de la mosaique et le comptage des mouches blanches ; B, C, E, F : récolte ; D : plant de la variété Togo blanc.

123



Figure 3 : culture in vitro et sevrage des vitroplants

A : traitement des boutures de manioc par la thermothérapie ; B : multiplication des vitroplants, C : choix des vitroplants pour le sevrage, D et E : étapes du sevrage ; F :
durcissement des microplants.
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First report of cassava mosaic geminiviruses and the
Uganda strain of East African cassava mosaic

virus (EACMV-UG) associated with cassava mosaic
disease in Equatorial Guinea

A. Valam-Zango'?, |. Zinga®, M. Hoareau ®, B.K. Tocko-Marabena®’, A.C. Mvila %, S. Semballa® and J.M. Lett **

1 LASBAD, Université de Bangui, BP908 Bangui, Central African Republic; ? Université Marien Ngouabi, Brazzaville, Congo; 3
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Recherche Agronomique, BP2499, Brazzaville, Congo
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Received: 29 Sep 2015. Published: 12 Dec 2015. Keywords: ACMV, EACMV, EACMCV, Manihot esculenta

Cassava mosaic disease (CMD) is one of the main production constraints for cassava (Manihot esculenta) in Africa (Patil & Fauquet, 2009). The disease is
caused by seven cassava mosaic geminiviruses (CMGs, genus Begomovirus). A severe CMD pandemic, caused by the synergistic interaction between
African cassavamosaic virus(ACMV) and the Uganda strain of East African cassava mosaic virus(EACMV-UG), emerged in the

1990’s in East Africa and subsequently progressed into neighbouring countries and into Central Africa. EACMV-UG has recently been reported in several
Central African countries bordering Equatorial Guinea: Cameroon (Akinbade et al., 2010), the Central African Republic and Chad (Zinga et al., 2012), the Congo
Republic and the Democratic Republic of Congo (Neuenschwander et al., 2002) and Gabon (Legg et al., 2004). Although CMD has been reported in Equatorial
Guinea, the causal agents have never been identified.

In December 2013, 30 leaves from local cultivars of cassava exhibiting moderate to very severe CMD symptoms were collected at nine different locations in
Equatorial Guinea (Table 1). Sixteen leaf samples tested positive by PCR for the presence of CMGs using degenerate and specific primers (Harimalala et al.,
2015). Each detection of the virus was confirmed by direct sequencing of the amplification products. Amplification revealed the occurrence of ACMV (30% of
the samples), EACMV (27%) and East African cassava mosaic Cameroon virus (EACMCV; 13%) in single (ACMV, 27%; EACMV, 10%) and mixed
infections (ACMV-EACMV, 3%; EACMV-EACMCV, 13%).

Based on a sample which tested positive by PCR for the presence of EACMV (GQO006), the possible occurrence of EACMV-UG in Equatorial Guinea was
investigated. Complete DNA-A and -B molecules were cloned and sequenced using the Phi29 DNA polymerase-based rolling circle amplification strategy.
BLASTN analysis showed that the DNA-A sequence (GenBank Accession No. KT780440) shared the highest nucleotide sequence identity (99%) with Central,
East and West African isolates of EACMV-UG ([CG:12] JX910240; [UG:Nak] AJ618957; [BF:FaK:08] FM877474). The DNA-B sequence (KT780439) shared
the highest nucleotide sequence identity (98%) with Central and East African isolates of EACMV-UG ([CF:CF44B:07] KM885991; [KE:K90:02] AJ704962).

To our knowledge, this is the first report of the occurrence of ACMV, EACMCV and EACMV-UG associated with CMD in Equatorial Guinea. This study
confirms the westward spread of the Uganda strain of EACMV.
These results need to be considered during the regional management of cassava diseases and by regulatory phytosanitary bodies.
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The objective of our study is to make a comparative evaluation in a Farmer Field School (FFS) approach between
farmers farming practices and conventional practices in order to have convincing arguments to sensitize producers on
best cultural practices. Three adapted varieties of cassava (Rendre, Togo blanc and Gabon) were experimented by both
practices. The study revealed that the plot of conventional techniques of all the varieties combined yielded an average of
46.9 t / ha of fresh tuber against 23.15 t / ha for traditional cultivation techniques with a very significant difference. In
tuber number 5.7 for first plot and 4.4 for second plot with a significant difference. These results show that the Rendre
variety is very sensitive to mosaic (80% incidence) and is rather a tolerant variety, because its yield potential is 50t / ha
in the case of conventional cultivation practices. The study revealed that the Togo Blanc variety developed a 100%

resistance on both plots and showed a high yield of 50t / ha on the conventional plot.
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* Corresponding author. E-mail address: zinga.innocent37 @googlemail.com

128



http://www.isdsnet.com/ijds
mailto:zinga.innocent37@googlemail.com

Published by ISDS LLC, Japan | Copyright © 2018 by the Author(s) | This is an open access article distributed under the
Creative Commons Attribution License, which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium,
provided the original work is properly cited.

Cite this article as: Zango, A.F.V., Zinga, 1., Komba, E.K,, Toukia, I.G., Soukpe, R.D.L., Ballot, C.A.S., Yandia, P., Silla, S. and
Mabanza, ]. (2018), “Comparative study between traditional cultural practices and conventional cultivation practices of
cassava in a Farmer Field School in Pissa, Central African Republic”, International Journal of Development and
Sustainability, Vol. 7 No. 3, pp. 1062-1071.

1. Introduction

Cassava (Manihot esculenta) is an economically important food crop that feeds nearly 700 million people,
particularly in sub-Saharan Africa and Asian countries (Stone, 2002). It produces good yields even on soils that
are low in nutrients and in drought conditions. It is a perennial plant that can be harvested at any times, it is
often grown in developing countries as a plant reserve (El-Sharkawy et al,, 2004). Cassava is grown on a total
global area of 18.6 million hectares with a total production of 270 million tons worldwide, half of which is
provided by the African continent (FAOSTAT, 2014). In the Central African Republic (CAR) cassava is the main
food crop with a production of 700,000 tons of chips in front of yam at 450,000 tons and maize at 165,000 tons
(FAOSTAT, 2013). It plays an important role in household food security, particularly in rural communities and is
the staple food of more than 95% of Central Africans (Zinga et al., 2008).

Cassava is vulnerable to some 20 viral diseases, the most important of which are currently in Africa are
cassava mosaic disease (CMD) and cassava brown streak disease (CBSD) (Legg et al., 2006; Patil and Fauquet,
2009). Cassava mosaic has been reported in several sub-Saharan African countries (Ndunguru et al, 2005,
Ndunguru et al.,, 2006; Patil and Fauquet, 2009) where it causes serious performance problems (Legg and
Ogwal, 1998).

Surveys carried out in the Central African Republic between 2005 and 2012 showed that cassava cultivation
faces constraints mainly related to mosaic with an average incidence of 85% and that 79% of cuttings used for
replanting by producers were contaminated by mosaic (Zinga et al., 2008; Zinga et al.,, 2013). The same surveys
identified two species of Central African cassava begomovirus: ACMV and EACMV-UG (Zinga et al., 2013).
Surveys carried out by a regional project gave the same trends (PRASAC 2015). Thus with the support of
PARRAF project and PRASAC project a Farmer Field School was set up to strengthen the capacity of producers
on cassava cultivation techniques and improve their knowledge on the impact of the disease on production.
The objective of this approach is to help producers better manage the disease in order to capitalize production.
Varieties used in this study were a susceptible variety (Render) and two resistant varieties (Gabon and White
Togo) with mosaic. Two parcels of the same size were created in a Farmer’s Field School approach. On the first
plot the producers transplanted the three varieties with their cultivation techniques and on the second plot the
researchers transplanted the same varieties with conventional cultivation techniques. Both plots we

129



followed for 12 months. Agronomic and phytosanitary parameters were evaluated and compared between the
two plots.

2. Materials and method

2.1. Experimental conduct

The plant material uses for the study were: Gabon, Togo Blanc, resistant varieties and Rendre, susceptible
variety. These varieties are collected on the Laboratory of biological and agronomic sciences for development
(LaSBAD) Wood Park.

It is a structured group, made up of 22 active people including 12 women and 10 men.

The experiment was carried out in rural areas in Pissa village at 75 km on M'baiki road at 4 ° 27 "north
latitude and 18 ° 87" east longitude and 380 m altitude.

The climate is of Guinean-forest type characterized by a rainy season of 8 months (from March to October)

and a dry season which lasts 4 months (from November to March). The average annual rainfall varies between
1500 and 1600 mm. The relative humidity of the air is very high around 70%. The average monthly
temperature varies between 24 ° C and 27 ° C.

The parcel plan consists of two small plots with a surface area of 38 m X 26 m (988 m2), which were put in
place on August 15, 2015: one plot for farmers farming techniques (FFT) and another plot for conventional
farming techniques (CFT). .The plot of farmers was randomized with a random distribution; the distance
between the cassava feet varying from 50 m to 80 cm, the length of the cuttings was not proportional varying
from 20 cm to 35 cm. 816 cuttings at a rate of 272 per variety were planted on the plot of the producers.

The conventional plot consisted of 6 subplots of 100 m? each. The spacing between the elementary plots
was 2 m, the distance between the cassava feet was 1 m, and the cuttings length was 25 cm. The six plots were
distributed over an area of 988 m2. The cutting was done online and in an inclined manner. 726 cuttings at a
rate of 242 per variety were transplanted to the conventional plot.

Both plots were weeded 3 times before harvest. At harvest the following parameters were measured:
incidence and severity of mosaic, height of stems, and number of tuber and yield of fresh tuber weight.

2.2. Molecular detection cassava begomovirus

For the 2 plots, 10 samples of cassava leaves of the asymptomatic white Togo cultivar were taken and brought
to the Laboratory of Biological and Agronomic Sciences for Development for the detection by PCR of the viruses
in order to check molecularly its phytosanitary state. Some mg of dehydrated cassava leaf samples were
weighed, milled. DNA extraction was performed using the CATB kit (Cetyl trimethyl ammonium bromide)
(Tablel).
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Table 1. Composition of the CATB kit

Reagents Volume Con. Final
1 M Tris HCl pH 8.0 100 ml 100mM
0,5MEDTA 20 ml 10mM
Nacl 818¢g 1.4 M
CATB" 20g 2%

Eau distillée (H20) QSP 1L

Con. Final: concentration finale

The mixture was made with stirring to obtain the DNA extraction buffer. Detection of begomoviruses on leaf
samples was performed using the PCR method using universal primers that recognize all species. These are the
pair of primers VD1863 / TCRTCAATGACGTTGTACCA and C12D2391 / TTTCCAYCCVAACATTCARGG.

3. Data processing

The data was entered and coded on the Excel spreadsheet version 2010 and all the data were submitted to the

ANOVA test (Anova Model.9) on the XLSTAT software and the histograms were constructed using the pivot
table.

4. Results

4.1. Incidence of the disease

The average incidence of mosaic was 0%, 82% and 8% respectively on the Togo white, Rendre and Gabon
varieties with a significant difference between the three varieties (p < 2e-16).(Figure 1).

4.2. Mosaic severity

The severity of the disease on the Rendre variety was 2 on the conventional plot and 2.3 on the plot of
producers. On the Gabon variety it was 0.20 on the conventional plot and 0.23 on the plot of the producers. The
severity was zero on both plots with regard to the Togo Blanc variety. The severity of the Render variety is
very important as that of the other varieties with a highly significant difference (p < 2e-16) (Figure 2).
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Figure 2. Severity according to variety and cultural practices (CFT :
Conventional Farming Techniques; FFT : Farmers Farming Techniques)

4.3. Number of tubers

The results of the study reveal that the average number of tubers for all varieties combined is 5.7 for the
conventional field while it is 4.4 for the plot of producers. The number of tubers of the conventional plot
exceeds that of the plot of producers with a significant difference (p = 2e-16). The Rendre variety produced on
average in both cropping systems 6 tubers, 5.2 tubers for white Togo and 4.3 tubers for Gabon (Figure 3).
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Figure 3. Number of tubers according to varieties and cultural practices. (CFT: Conventional
Farming Techniques; FFT: Farmers Farming Techniques)

4.4, The weight of fresh tubers

The average weight of tubers was 23,15t / ha obtained on the plot of the producers and 46,9 t / ha on the

conventional plot with a very significant difference (p = 2e-16). The yield of the three varieties on the two plots is

respectively: Rendre (Producers: 2,8kg / foot, conventional: 5,0kg / foot), Gabon (Producers: 1,8kg / foot,
conventional: 28kg / foot), White Togo (Producers: 2,9kg / foot, conventional: 5,0kg / foot), (Figure 4) with a

very significant difference. (p < 2e-16) (Figure 4)
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4.5. Molecular detection

On the 10 samples of asymptomatic white Togo leaves, no virus was detected by PCR. On the other hand, the
two samples showing symptoms from Rendre and Gabon varieties were positive by PCR (Table 2). These
results show that the asymptotic samples of the Togo Blanc variety are free from the virus.

Table 2. Virus Detection in Leaf Samples

Samples PCR with degenerate primers

TB1

TB2

TB3 -

TB4 -

TB5

-TBP1 -

TBP2 -

TBP3 -

TBP4 -

TBP5 -

GB +

RD +

TB: Togo blanc-CFT, TBP: Togo blanc-FFT, GB: Gabon, RD: Rendre

5. Discussion

A Farmer Field School of cassava was set up to evaluate the effectiveness of conventional farming techniques
implemented by researchers against traditional farming techniques developed by farmers in the village of
Pissa. This study shows that the incidence and severity of the mosaic are almost homogeneous with a non-
significant difference. On the other hand, the study revealed that the plot of conventional techniques of all the
varieties combined produced an average of 46.9 t / ha of fresh tuber against 23.15 t / ha for traditional
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cultivation techniques with a very significant difference. And also the plot of conventional techniques of all
varieties combined produced on average 5.7 of tuber against 4.4 for traditional farming techniques with a
significant difference. We can conclude that conventional cropping techniques improve double cassava
production compared to those practiced by farmers. The phenomenon is observed in all varieties studied with a
very significant difference and is divided respectively as follows: Rendre (Producers techniques: 28kg /ha,
conventional techniques: 50kg /ha); Gabon (Producers techniques: 18kg / ha, conventional techniques: 28kg
/ha) and White Togo (Producers techniques: 29kg /ha, conventional techniques: 50kg /ha). The number of
tubers is also improved by conventional techniques. The spacing between the feet of cassava was 1m X 1m
applied with in-line cuttings on the conventional plot whereas it ranged from 0.5m x 0.5m to 0.8m x 0.8m with
non-linear cuttings on the plot of producers. The size of the cuttings was 25 cm in the conventional plot
whereas it varied from 20 cm to 35 cm in the traditional plot. We can deduce that the poor production recorded
on the plot of the producers was related to the density of the plants which exceeded the norm and certainly
generated a phenomenon of nutritional competition between the feet with a negative effect on the yield. On an
area of 988 m2 were planted 726 cuttings in the conventional plot against 816 cuttings in the traditional plot.

Another phenomenon which would have had a negative effect on the yield of the varieties in the plot of the
producers is the lack of sufficient aeration preventing the diffusion of the solar radiation thus inhibiting the
photosynthesis with repercussions on the chlorophyll content of the plants and the productivity of the plant
cassava (Fauquet and Fargette 1990; Zinga et al,, 2008, 2016a). An interesting result that this study reveals is
that the Rendre variety is very sensitive to mosaic but with a high yield potential of 50t / ha in the case of
conventional cultivation practices. In view of these results we can conclude that the Rendre variety is a mosaic
tolerant variety, because despite its high sensitivity it has given a very good yield (Zinga et al., 2016b). On the
other hand, the Gabon variety is resistant with a yield potential of 18t / ha in the traditional plot and 30t / ha in
the conventional partial. This study is in line with recent work carried out between 2010 and 2011 in the
Central African Republic (Zinga et al., 2016b).

The study also reveals that the Togo Blanc variety that has developed a 100% resistance is a highly resistant
variety with a high yield potential in the conventional plot (50t / ha). The analysis of the 10 samples of the
asymptotic leaves of the white Togo variety taken from the two plots was negative (Harrison, 1987). This
confirms that this variety is really and highly resistant to mosaic. It is a variety of great interest and potential
and should play an important role in the strategy of tackling mosaic, hunger and poverty in the country
(Mallowa et al., 2011).

6. Conclusion

In conclusion, the cassava cultivation techniques applied in our study had no effect on the phytosanitary
parameters, but they influenced the agronomic parameters. It is therefore preferable for cassava producers to
make use of conventional farming practices to significantly increase yields and ensure food security for the
Central African population. To avoid propagation and losses, the use of the Togo white variety is more
advisable. The results of the study show that cassava production is double when using conventional cropping
practices. The three varieties of cassava studied have better agronomic potential. It would be desirable to carry
out genetic cross-breeding studies between these clones to generate new varieties agronomical interesting.
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The TOGO BLANC variety has been highly resistant to diseases and pests. The identification of the gene
responsible for this resistance may be useful in agricultural research and improvement of production. The
results of this study need to be popularized on a large scale to sensitize producers on the importance of using
best agricultural practices.
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ABSTRACT

Aim: The production of healthy cuttings from a local cassava cultivar for cassava mosaic control.
Study design: The study was carried out at the In Vitro Culture Laboratory using the techniques
ofthermotherapy and culture of tissues and explants in a specific medium.

Place and duration: The study was carried out at the Laboratory of Biological and Agronomic
Sciences for Development at the University of Bangui, Central African Republic from December
2017 to June 2018.

Methodology: A variety of cassava called six-month very susceptible to mosaic was used for

*Corresponding author: E-mail: zinga.innocent37@googlemail.com, zinga.innicent37 @googlemail.com;
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technique.

were treated and seeded on appropriate culture media. After the plants produced in vitro were
acclimatized and the leaves were removed to check their phytosanitary state by the PCR

Results: The rate of emergence of the acclimatized plants and the expression of the disease
onthe microplants were evaluated. The results show that 75% of the weaned vitro plants
recovered under acclimatization. In addition, the acclimatized plants left growing in the
greenhouse for four months remained asymptomatic. Molecular analysis by PCR showed that
begomoviruses were not detected on meristem samples unlike samples from stem fragments.

Keywords: Manihot esculenta; mosaic; thermotherapy; in vitro culture; central African Republic.

1. INTRODUCTION

Cassava is an important food in the fight
against food insecurity of populations in
sub-Saharan Africa [1]. Cassava is the
main food crop in the Central African
Republic with a production of 2.4 million
tons of fresh tubers or 714,042 tons of
chips, ahead of yams at 476,674 tons and
maize at 92,355 tons [2]. It constitutes the
staple food ofthe population of the Central
African Republic and represents a main
source of income [3]. Its culture is
practiced throughout the territory and feeds
almost the entire Central African
population. Cassava leaves are eaten in
several producing countries and
particularly in the CAR. The leaves are
particularly rich in proteins, carotenes,
minerals (K, Ca, Na, ) and vitamins B1,
B2, and C [4]. Amino acid in cassava
leaves are also useful for wound healing in
the skin, replacing damaged cells, bone
health, helping uswith good memories, and
to help the body's metabolic system.
Chlorophyll in the leaves serve as
antioxidants and anticancer agent. Benefits
of cassava leaves are very much; health can
be supplemented with the intake of cassava
leaves. Known cassava leaves have a
number of important benefits such as
suitable for those who are running the diet

program. In addition, cassava leaves can
also be used as medicine rheumatism,
headaches, ulcers, cold medicine,
diarrhea, overcome the worms, and
increase stamina. It also used as a herbal
medicine that can drink it with water
directly. The active principle of cassava
leaves have pesticide activity [4].
Cassava is vulnerable to around twenty
viral diseases, the most important of
which currently in Africa are cassava
mosaic disease (CMD) and cassava
brown streak disease (CBSD) [5,6].
Cassava mosaic has been reported in
several sub-Saharan African countries
[7,8,6] where it causes serious Yyield
problems [9,10]. Surveys carried out in
the Central African Republic between
2005 and 2012 showed that the main
constraint of cassava is CMD with an
average incidence of 85% and that 79%
of cuttings used for replanting by
producers were infected with CMBs
[10,11]. The same surveys made it
possible to determine two species of
CMBs on Central African cassava:
ACMV and EACMV-UG [12]. Surveys
carried out by a regional project gave
the same trends [12].
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Cassava mosaic disease has become a
persistent and most virulent threat, with the
disease incidence of 85% and a severity of
3 onthe IITA [13].

However, the selection of cuttings from
asymptomatic plants has made it possible
to obtain yields equivalent to those of
resistant varieties [14,15,16]. The impact
of CMDon the yield is more than 70% for
plants originating from infected cuttings
while it is only 10% on initially healthy
plants when the infection occurs 120 days
after planting [17]. Studies carried out in
Ivory Coast have shown that plants
contaminated by cuttings had a yield loss
of over 75%. On the other hand, the
plants that get inoculated with CMBs by
the whitefly had had a less important loss,
which decreased as the inoculation time
increased until no longer having an effect
if the inoculation took place 70 days after
planting [14]. It is therefore necessary to
limit the damage caused by the CMD in
cassava fields. One way to control mosaic
disease is in vitro culture. During the last
30 years, in vitro culture techniques have
developed widely and have been applied
to more than 1000 different species
[18,19]. These tissue culture techniques
are of great interest on the one hand for
the  collection, multiplication  and
conservation of genetic material [14]; on
the other hand for the production of
healthy planting material. Tissue culture
systems allow plant material to be
propagated with high multiplication rates
in an aseptic environment. In vitro culture
combined with heat therapy has been
effective inprevious studies because heat
therapy eliminates the mosaic virus
[20,21]. According to Zinga, the
treatment of cassava cuttings, infecte with
CMBs at 49 °C for 30 minutes in a water
bath, generates 43% of the plants free
from symptoms of the disease one month

after planting with a harvest vyield
equivalent to that of the initially
healthy plants [10].

A recent survey carried out in the
Central African Republic shows that
90% of consumers have culinary
preferences for leaves with mosaic
symptoms (data not yet published).
This attitude is worrying, because it
could favor the spread of the disease.
This further supports the need for this
work. This work combines the
technique of thermotherapy with that
of tissue culture in order to sanitize
plant material to serve as seeds for
producers in order to improve cassava
production in the Central African
Republic. It was carried out in several
stages:

- Transplanting of the infected cuttings
was carried out in a chamber under the
heat of 37°C to 40°C for two weeks

- Tissue culture was performed for the
production of vitro plants. - The vitro
plants were weaned and placed in the
greenhouse for 4 months for their
development.

- The leaves of vitro plants were
analyzed by PCR to check their
phytosanitary state.

. MATERIALS AND METHODS

Experimental Place

The study was carried out at the
Laboratory  of  Biological and
Agronomic Sciences for Development
at the University of Bangui, Central
African Republic from December
2017 to June 2018.
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Plant Material

Cassava cuttings of the Six months
variety, very susceptible to cassava
mosaic disease, were used as plant
material. It is a local variety appreciated
by the rural population because of itsearly
maturing despite its susceptibility to
mosaicdisease.

Culture Media for the Production of
Vitro Plants

Show in Table 1.

Sampling

200 Cuttings from a local "six-month"
cassava cultivar very susceptible to
mosaic disease but much preferred by
cassava growers in the Central African
Republic are used as material. The
cuttings were taken from 12-month-old
cassava stems whose leaves showed
mosaic symptoms with an average
severity of 3.5 on the IITA scale. These
cuttings were collected in Pissa, 74 km
from Bangui and transferred to the
Laboratory of Biological and Agronomic
Sciences for Development (LASBAD) to
be sanitized.

Heat Therapy Treatment

25 cm cuttings (200 cuttings) were
soaked in 10% bleach solution for 10
min, then rinsed with tap water, then
transplanted into black polyethylene
bags containing sterilized soil. The
transplanted cuttings were taken to the
thermotherapy room to be placed in
culture trays, they were watered every 48
h.

The temperature in this chamber
fluctuated between 37 °C to 40 °C
during the day. The photo periodicity
was 16/8. These plants were kept
under these conditions for two weeks
before being subjected to
experimental testing (Fig. 1A).

Preparation of Culture Media

Murashige and Skoog's medium
(4.49) were used to perform this
work. The volume of thesolution was
1 liter to which were added 100 mg of
myoinositol, 30 g of Sucrose, 1 mg of
thiamine, 1.5 mg of Pyridoxine. And
phytohormones such as 0.02 mg of
NAA; 0.05 mg of BAP; 0.02 mg GA3
(Table 1). The pH of the medium
was adjusted to 5.7 (METROHM pH
meter, MettlerToledo AG. 8603
Schwerzenbach. China) using 0.1N
HCI or 1N NaOH solution. 3.5 g of
phytagel was added to the Murashige
solution  described below. The
resulting mixture was placed in a
microwave for homogenization for 4
min. The solution taken out of the
microwave was mixed with the rest of
the solution in the Erlenmeyer flask
on the magnetic stirrer. The solution
resulting from the mixturewas poured
into test tubes and sterilized in an
autoclave  (SULZER  autoclave,
manufactured TRADE, Raypa . R.
Espinar S.L. Espana) at 121° C for 30
min. After sterilization, the media
was cooled and stored in a
refrigerator for use in inoculation.
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Culture of Meristems and
StemFragments

One day after the preparation of the
culture media, the explants taken from
the tips of the cassava stems were
washed with tap water for 5 min, then
they were transferred to the laminar flow
hood. Bleach (10%) (fresh chorox
Bleach.

Fresh Organic Herbal (FOH), Douala)
was addedto the explants introduced into
jars, the whole was stirred for 5 min. The
explants were then placed in 70%
alcohol for 5 minutes  while
stirringslowly (Bleach and ethanol are
used to disinfect plant material). Finally,
they were rinsed with sterile water 3
times for 5 minutes while vigorously
shaking the jars to completely get rid of
the reagents used (Fig. 1B).

In this study, we used two cultivation
methods: seeding from meristems and
seeding from stem fragments. These
explants were removed using a scalpel
blade under a horizontal laminar flame
hood and placed in the culture medium
or initiation medium. The meristems
were collected using a stereoscopic
microscope to rid the leaf envelope of
blanks. On the other hand, the stem
fragments were taken in such a way that
each fragment comprises a node. The
seeded tissues were transferred to the
acclimatization room at a temperature of
18 ° C and a light illumination of 3000
Lux with a photo periodicity of 16 H/ 8.

Micro Propagation

After three weeks, the shoots were
extracted from the tubes under the hood
and cut into micro-cuttings and then
subcultured onto a proliferation medium.
The multiplication of micro- plants was
carried out for four (4) months,

systematically removing the apical
bud, as well as the base nodes
showing the yellowed leaves (Fig. 1C).

Acclimatization of Vitro Plants

After multiplication, vitro plants were
weaned according to the OTABO
protocol, [25]. The vitro plants having
at least 3 leaves, 3 roots and a sizeof 5
cm were chosen to carry out this
operation. The black soil was used as
a subtract and was

autoclaved for 30 min at 160°C. The
microplants extracted from the tubes
were rinsed with waterto remove the
agar and then they were introduced
directly into the substrate in the
weaning tank previously covered with
two plastic films. The microplants
were put into regeneration in a mini-
greenhouse. One week after weaning,
the first plastic film was removed and
two weeks after the second plastic
film and removed (Fig. 1E). The
microplants were then removed and
immediately transplanted into a new
substrate forhardening (Fig. 1F).
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Detection of Mosaic Viruses
inWeaned Cassava Plants

To check the phytosanitary state of these
microplants, samples of the leaves were
taken for analysis by PCR. Samples
were collected from the leaves of
microplants from stem fragments and
also from those of microplants from
meristems. All samples were screened
against positive control samples.

Total DNA was extractedusing the
Qiagen Kit. In this study degenerate
primers  were used to  detect

begomoviruses in the material
analyzed [26]. The reaction mixture
was carried out under the following
conditions: 14.87 ul water; 2.5 ul 10X
PCR buffer; 2ul of dNTPs; 1.5ul
MgClI2; 1ul primerl; 1 pl primer2
and 0.13 pl of Taq polymerase. DNA
extract (2 pl) was then added to the
reaction mixture to carry out the
amplification of the viral genome,
which gave a total volume of 25 pl.
The primer sequencies are provided
in Table 2.
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Table 1. The components of culture media and their concentration

Media components

Con./Initiationmedium

Con./Proliferation

medium
Naphthalene acetic acid (NAA) 0,02mg/ml 0
Benzalaminopurin (BAP) 0,05mg/ml 0
CuSO4 Tml/l 0
Muruschige and Shoog (MS) 4,44/l 4,44/l
Sucrose 30g/1 30g/1
Phytagel 3,5g/1 3,5g/1
Myoinositol 100mg/I 100mg/I
Thiamine Tmg/l 0
Pyridoxine 1,5mg/I 0
Nicotinic acid 1,5mg/| 0
Glycine 2mg/l 0
Gibberellic acid (GA3) 0,02mg/ml 0

Source: Ng [22]; Mabanza et Jonard [23]; Murashige et Skoog [24]

Fig. 1. Stages of in vitro culture and weaning
A: Regeneration of cassava cuttings in the thermotherapy room. B: Sanitation of the
explants under the hood. C: Production of tissue culture plants. D: Multiplication of in
vitro plants. E: Development of vitro plants two weeks after weaning. F: Curing of in
vitro plants.

Table 2. Primer sequences used to detect CMD begomovirus in cassava leaves samples

Specificity Names/sequences of primers

Expected size of amplicon (bp)

CMD virus VD1863/TCRTCAATGACGTTGTACCA

C12D2391/TTTCCAYCCVAACATTCARGG

520
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Amplification Program of the Viral
DNA by the PCR with Universal
Primers

The amplification of viral DNA was
carried out according to the following
program : denaturation at 94 °C for 5
min; followed by 30 cycles of
Denaturation at 94 °C for 1 min,
annealing at 55°C for 1 min,
elongation at 72 °C for 1 min and a last
elongation at 72 °C for 7 min.

Amplification Program of the Viral
DNA by the PCR with Universal
Primers

The amplification of viral DNA was
carried out according to the following
program : denaturation at 94 °C for 5
min; followed by 30 cycles of
Denaturation at 94 °C for 1 min,
annealing at 55°C for 1 min,
elongation at 72 °C for 1 min and a last
elongation at 72 °C for 7 min.

Revelation of

Amplified

PCR Amplifiers

DNA sequences were revealed by 1%
agarose gel electrophoresis stained
with ethidium bromide under UV
illumination. Preparation of the gel
Agarose (1 g) was dissolved in 100 ml
of TAE 1x. The solution was
homogenized by boiling using a
microwave for few minutes. The
solution was cooled by running cold
water over the walls of the erlenmeyer.
Ethidium bromide (4 ul) was
deposited on the gel after cooling at
65°C. The gel is then poured into a
tray and a combis placed at one end to
delineate wells in the gel. The agarose
was left for polymerization at ambient
temperature for 30 min. The TAE 1x
buffer was then added to the
electrophoresis tank until the gel was
completely immersed.

_ The parameters
" thermotherapy on the mosaic,

Gel
Migration

Loading and Electrophoretic

Two microliters of loading buffer (blue color)
were mixed with 10 pl of PCR products. A
volume of 10 ul of the mixture obtained was

+ deposited in a well which has been delimited by

the comb. Ten microliters of molecular weight
marker were deposited in the first and last wells.
The electrophoretic migration was then carried
out under a constant electric potential of 100 volts
for 1 h. The gel was deposited in a BET solution
for 15 min and rinsed by immersing in water
for 1h before the revelation of PCR products
under UV illumination.

Parameters Studied and Data Analysis

the effect of

the rate of
regeneration of the microplants after weaning, the
expression of the mosaic on the microplants and
the phytosanitary evaluation of the microplants.
The data collected was entered on the Excel
version 2010 spreadsheet and analyzed by the
XLSTAT software. Student's t- test was used to
determine the effect of heat therapy on the
incidence of mosaic disease and the success of
vitro plants at acclimatization.

studied are
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3. RESULTS
Cassava Mosaic Disease Incidence

The
cuttings taken for sanitation were all
diseased (100%) with an average severity
of 3.5, aaccording to visual observation
based on the IITA scale. After
thermotherapy treatment of these cuttings
65%were free of mosaic symptoms.
Thermotherapy reduced the incidence
highly significantly (p< 0.01%).

In this study, it should be noted that
out of 240 weaned vitroplants, 180
regenerated, i.e. 75% success rate with
a very significant difference of
p<0.05%.

Acclimatisation Success Rate of In
vitro Plants

In this study, it should be noted that
out of 240 weaned vitroplants, 180
regenerated, i.e. 75% success rate with
a very significant difference of
p<0.05%.

Mosaic Expression on Microplants

After four (4) months of curing the
microplants in the greenhouse, no
symptoms were recorded on all the
plants.

Detection of Begomoviruses

Testing for virus strains in leaf samples
from acclimatised glasshouse plants
showed positive bands with the
universal primers on all samples from
stem fragments (samples 1, 2, 3, 5, 8,
9) and controls, while no viral DNA
bands were observed on samples from
meristems (samples 4, 6, 7) (Fig. 2).

Fig. 2. Detection of begomoviruses in tissue
culture pIant leaf samples
Sam les 1, 2, 3, 5, 8, 9 are from axillary buds
(explants) Samples 4, 6, 7 are meristem
samples control Size of the ladder: 1kb

The PCR results show 100% of tissue
culture plants from meristems (75 samples)
are free from the virus, whereas those from
axillary buds (72 samples) although being
asymptomatic carried 92% of the viral
particles. What shows that the best plant
material for sanitizing infected cassava plant
material is the meristem.

. DISCUSSION

The use of stem cuttings of poor sanitary
quality could be explained both by the
unavailability of healthy material and by the
farmers' lack of knowledge about CMD. A
recent study showed that the incidence of
CMD was 85% and that 79% of cuttings
used by growers were infected with mosaic
[11]. In all cases, our resultsemphasized the
need to put in place a control strategy based
on both the use of resistant varieties and the
sanitation of plant material.
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This work showed that thermotherapy

had a significant effect on the incidence
and severity of mosaic disease
[20,21,10], when the cuttings used were
taken from cassava plants infected with
mosaic.

We found that after heat treatment,
most cassava plants did not show
symptoms of mosaic disease.

This could explain why heat therapy
has played a very important role in
the elimination of cassava mosaic
disease. Theseresults corroborate with
previous studies on thermotherapy
which have shown that it has this
capacity to inhibit the multiplication
of the virus during its application in
many plants
[27,20,28,29,30,31,21,12]. The
regeneration of the explants evaluated
after one week of culture in the
acclimatization room showed that
48% of the meristems and 50% of the
stem fragments had recovered.
Infections due to microorganisms
were also noted with losses of 52%
and 50% respectively for meristems
and stem fragments In this study it
was found that the infection rate is
high, this could be due to the use of
contaminated materials. It is therefore
necessary to use sterile materials.
Some studies have shown that the
surface disinfection usually done
during in vitro culture does not
effectively  eliminate  infections,
especially bacterial infections which
are endogenous and appear gradually
during culture [32,33,34,35].

Thus, antimicrobial agents
(bactericides and / or fungicides) are

sometimes added to the culture medium in
order to eliminate germs or prevent their
expression [36,35]. During this study,
weaning took into account several
parameters: the size of the tissue culture
plants, the number of leaves, the number of
roots, the number of days after in vitro
multiplication and the physical aspect of the
tissue plant to avoid losses. This has led to a
significant reduction in the number of tissue
culture plants ready for weaning. This work
gave a higher success rate of tissue culture
plants at weaning than loss with a significant
difference. The number of leaves of each
weaned in vitro plant increased after two
weeks. This is consistent with the work done
by Otabo and Mabanza in 1996 on weaning
and transfer of tissue culture plants to the
field. At the end of weaning, no mosaic
symptoms were observed on the leaves of in
vitro plants, this does not justify the absence
of viruses in the microplants, the virus can
be expressed directly when the microplants
are transferred to the field. As Féreol has
suggested, however, it is far from asserting
that tissue culture plants are free from the
virus because in in vitro culture the
symptoms can be masked [20]. The viral
load may be low, which may not allow the
disease to express itself. It is therefore
necessary to use molecular techniques to
verify the phytosanitary status of these
microplants before confirming that they are
healthy. The study showed that all samples
from the meristem were negative while
samples from the stems were positive with
faint bands compared to controls, supporting
the low viralload hypothesis.
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OTABO team has proven that
growing meristems is the most
effective way to sanitize cuttings
infected with cassava mosaic.

Early studies confirmed this finding
by indicating that heat therapy
inhibits  replications as  virus
degradation continues, resulting in
subsequent virus elimination from
meristems [27]. Another hypothesis, it
can be thought that the speed of
growth of seedlings under heat is
greater than the speed of upward
migration of the virus. This means
that the meristems have remained free
from the virus unlike the explants.

Other study on diseased cassava
cuttings were treated in a heated
water bath at temperatures ranging
from 43°C to 51°C for 30 min before
being grown for

12 months in the field. The data
clearly demonstrate, the highest yield
was obtained from plants grown from
diseased cuttings treated at 49°C
(4.7kg / plant), a yield statistically
similar to that of untreated
symptomless cuttings (4.6kg / plant).
Although plants grown from diseased
cuttings treated at 47°C, 49°C and
51°C had a similar CMD incidence at
one MAP (61%, 59% and 57%,
respectively), the diseased cuttings
treated at 49°C showed significantly
lower CMD incidence between two
and five MAP compared to plants in
the two other treatments [12].

. CONCLUSION

Sanitation of the plant material by
culture of the meristem combined
with heat therapy produced apparently
healthy tissue culture plants in which

no viral DNA were detected and no disease
symptoms were observed after weaning.
PCR testing for viruses in leaf samples
confirmed the complete absence of viruses
on samples from meristems unlike those
from stem fragments. It is therefore
important to check the health status of tissue
culture plants using molecular techniques
before disseminating cuttings from tissue
culture plants to producers. This control
strategy is very useful in the Central African
context where the best culinary varieties are
sensitive to mosaic and the majority of
producers use the contaminated cuttings for
replanting. Appropriation of these techniques
by agricultural extension services is
essential to help producers have healthy
cuttings to improve cassava yields.
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Résumé

La mosaique africaine du manioc (MAM) est la principale maladie virale qui
affecte le manioc et baisse son rendement dans les zones de culture. L’objectif
de ce travail est de lutter contre celle-ci afin d’améliorer la productivité du
manioc et d’assurer une sécurité alimentaire durable en Afrique centrale. Il
s’agit de : (i) caractériser au niveau moléculaire les begomovirus du manioc
pour une meilleure connaissance des espéces virales ; (ii) évaluer I’impact de la
MAM par une approche CEP ; (iii) lutter contre la MAM par I’utilisation des
boutures de manioc infectées assainies. Notre étude a permis de diagnostiquer
par la PCR les quatre espéces de begomovirus responsables de la mosaique
dans les six pays de la CEMAC, ce sont, TACMV, EACMV-UG, EACMYV et
EACMCV. Le sequencage des genomes entiers des begomovirus du Congo, du
Gabon et de la Guinée Equatoriale a permis d’obtenir 10 séquences ADN-A et 10 séquences ADN-B. Cette étude
a montré que I’incidence et la sévérité de la maladie, de méme que la densité des mouches blanches, la hauteur
des tiges, le diametre des tiges et le nombre de tubercules dans les deux systemes culturaux sont presque
homogénes avec une différence non significative. Par contre la parcelle des techniques conventionnelles de
toutes les variétés confondues ont produit en moyenne 46,9 t/ha de tubercules frais contre 23,15t/ha pour les
techniques culturales traditionnelles avec une différence trés significative. Le cultivar Rendre a éte trés sensible
a la mosaique mais a donné par contre un trés bon rendement. Ainsi pour lutter contre la mosaique africaine
du manioc on devrait favoriser la culture des variétés de manioc résistantes performantes d’une part, et,
d’autre part, utiliser des boutures de manioc infectées assainies des cultivars sensibles productifs largement
développés par les producteurs.

Mots clés : Begomovirus, CEMAC, Manihot esculenta Crantz, Mosaique africaine du manioc,
Abstrat

African cassava mosaic disease (ACMD) is the main viral disease affecting cassava and reducing its yield in growing
areas. The objective of this work is to control it in order to improve cassava productivity and ensure sustainable food
security in Central Africa. It consists of : (i) characterize at the molecular level the cassava begomoviruses for a better
knowledge of the viral species; (ii) assess the impact of MAM through a CEP approach; (iii) control MAM through
the use of sanitized infected cassava cuttings. Our study allowed diagnosing by PCR the four begomovirus species
responsible for the mosaic in the six CEMAC countries: ACMV, EACMV-UG, EACMV and EACMCV. The
sequencing of the whole genomes of begomoviruses of Congo, Gabon and Equatorial Guinea resulted in 10 DNA-A
sequences and 10 DNA-B sequences. This study showed that disease incidence and severity, as well as whitefly
density, stems height, stem diameter and tuber numbers in the two cropping systems were almost homogeneous with a
non-significant difference. On the other hand, the plot of the conventional techniques of all varieties combined
produced an average of 46.9 t/ha of fresh tubers compared to 23.15 t/ha for the traditional cultivation technigues with
a very significant difference. Rendre cultivar was very sensitive to mosaic but gave a good yield. Therefore, two
means of mosaic control were defined at the end of his work: the cultivation of high-performance cassava varieties
such as the Togo Blanc variety and the use of cassava cuttings sanitized by in vitro culture to limit the damage caused
by mosaic viruses. Thus, to control African cassava mosaic, the cultivation of resistant, high-performance cassava
varieties should be encouraged, on the one hand, and, on the other hand, the use of infected, sanitized cassava cuttings
from productive susceptible cultivars widely developed by producers should be used.

Keywords : Begomovirus, CEMAC, Manihot esculenta Crantz, African cassava mosaigque
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