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RESUME

Les bananiers et plantains (Musa spp.) sont une culture importante qui
contribuent a la sécurité alimentaire au Bénin. Leur culture est confrontée a
des maladies virales dont la plus redoutable est le Bunchy Top (BBTD)
causée par le Virus du Bunchy Top de Bananier (BBTV) transmis par le
puceron de bananier. La propagation de la maladie risque de conduire a la
non disponibilité de matériels sains de plantation, débouchant sur la
disparition des variétés de bananiers et plantains surtout les moins
cultivées. Le présent travail vise a régénérer de matériels sains de
plantation de deux cultivars (Sotoumon et Planta) de bananiers et plantains
a partir de matériels atteints de la maladie BBTD par les méthodes
biotechnologiques modernes. Pour ce faire, des rejets ont été collectés sur
des plants de bananiers présentant les symptomes de BBTD dans la
commune d’Abomey-Calavi. Apres traitement, les bulbes extraits de ces
rejets ont été répartis en deux lots. Un premier lot a été semé dans un
germoir disposé sous un tunnel a une température variant entre 40°C et
42°C et le second lot a été semé a température ambiante dans une serre.
Apres indexation par la technique de Réaction en Chaine de la Polymérase
(PCR), les vivoplants obtenus du premier lot révélés positifs sont utilisés
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comme plant-meéres a partir desquels les apex et les méristémes ont été
prélevés et cultivés in vitro sur le milieu MS additionné de Img/l de I’acide
naphtaléne acétique (ANA) et de benzylaminopurine (BAP) et de 8%
d’agar. Enfin, les vitroplants régénérés ont été indexés par la méme
technique. Les principaux résultats révelent que la température (40°C a
42°C) et la culture d’apex ne réduisent pas la charge virale du BBTV. Par
contre, la réduction des ébauches foliaires de méristeme diminue la charge
virale au niveau des vitroplants. Les vitroplants ayant révélé une faible
charge virale peuvent servir a produire d’autres vitroplants sur plusieurs
subcultures afin d’éliminer totalement le virus.

Mots clés : Musa spp. ; Banana Bunchy Top Virus ; production de

plantules saines, méristeme ; culture in vitro, Bénin.

ABSTRACT

Les bananiers et plantains (Musa spp.) sont une culture importante qui
contribuent a la sécurité alimentaire au Bénin. Leur culture est confrontée a
des maladies virales dont la plus redoutable est le Bunchy Top (BBTD)
causée par le Virus du Bunchy Top de Bananier (BBTV) transmis par le
puceron de bananier. La propagation de la maladie risque de conduire a la
non disponibilite de matériels sains de plantation, débouchant sur la
disparition des variétés de bananiers et plantains surtout les moins
cultivées. Le présent travail vise a régénérer de matériels sains de
plantation de deux cultivars (Sotoumon et Planta) de bananiers et plantains
a partir de matériels atteints de la maladie BBTD par les méthodes
biotechnologiques modernes. Pour ce faire, des rejets ont été collectés sur
des plants de bananiers présentant les symptomes de BBTD dans la
commune d’Abomey-Calavi. Apres traitement, les bulbes extraits de ces
rejets ont été répartis en deux lots. Un premier lot a été semé dans un
germoir disposé sous un tunnel a une température variant entre 40°C et
42°C et le second lot a été semé a température ambiante dans une serre.
Apres indexation par la technique de Réaction en Chaine de la Polymérase
(PCR), les vivoplants obtenus du premier lot révélés positifs sont utilisés
comme plant-meéres a partir desquels les apex et les méristemes ont été
prélevés et cultivés in vitro sur le milieu MS additionné de 1mg/l de I’acide
naphtalene acétique (ANA) et de benzylaminopurine (BAP) et de 8%
d’agar. Enfin, les vitroplants régénérés ont été indexés par la méme
technique. Les principaux résultats révelent que la température (40°C a

141



Agriculture environnement et sciences de I'ingénieur
% N° 19, 2¢me semestre 2021 ; ISSN : 1840-703X, Cotonou (Bénin)
RS Dépébt légal n° 13378 du 07/10/2021 4¢éme trimestre 2021
CAHIERS DU CBRSI Bibliotheque Nationale du Bénin,

42°C) et la culture d’apex ne réduisent pas la charge virale du BBTV. Par
contre, la réduction des ébauches foliaires de méristeme diminue la charge
virale au niveau des vitroplants. Les vitroplants ayant révélé une faible
charge virale peuvent servir a produire d’autres vitroplants sur plusieurs
subcultures afin d’éliminer totalement le virus.
Mots clés : Musa spp. ; Banana Bunchy Top Virus ; production de
plantules saines, méristeme ; culture in vitro, Bénin.

INTRODUCTION

Parmi les principales cultures vivriéres qui contribuent a la sécurité
alimentaire en Afrique, les bananes et plantains occupent une place non
négligeable (Lassoudiaire, 2007). Quatrieme produit alimentaire apres le
riz, le blé et le mais, ils représentent une source alimentaire pour plus de
400 millions de personnes dans le monde (Lassoudiaire, 2007). La
production totale de bananiers et plantains est estimée a 116,7 millions de
tonne sur 5,1 millions d’hectare (FAOSTAT, 2019). Leur contribution a la
lutte contre la pauvreté est significative (Nkendah et al., 2003 ; Arias et al.,
2003 ; Bangata et al., 2018) car ils participent a la création d’emplois
(Mialoundama et al., 2016) et a la diversification des revenus dans les zones
rurales (Temple et al., 1997 ; Bangata et al., 2018). En Afrique, plus de
90% des bananes produites sont consommeées localement (Swennen et al.,
2001). Cependant, de lourdes menaces parasitaires compromettent sa
production (Lockhart et al., 2000 ; Helliot et al., 2002).. Ces menaces sont
capables d’occasionner 1’extinction des variétés (Susan et Baker 2015).
Parmi elles, les maladies virales occupent la premiére place dans la chute
exponentielle du rendement de production du bananier puisque aucun
traitement phytosanitaire ne promet une éradication virale. La Banana
Bunchy Top Disease (BBTD) est la maladie virale la plus importante
signalée dans de nombreux pays (Caruana et al., 2004). Elle entraine une
perte de production de bananes en Australie, dans les pays asiatiques et en
Afrique (Oben et al., 2009; Kumar et al., 2011). Elle a eu son impact dans
les zones de production avec une considérable réduction de superficie
emblavée (Kumar et al., 2015). Elle est présente au Bénin depuis 2011
(Lokossou et al., 2012). Elle est causée par le Banana Bunchy Top Virus
(BBTV), et peut étre transmise d’une plantation infectée a une autre a
travers les rejets utilisés directement comme matériel de plantation ou
introduits dans les systémes de multiplication horticole et in vitro (Lassois
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et al., 2013). Pour son éradication, la destruction des plants infectés et
I’utilisation des rejets sains sont les méthodes utilisées. Le fait de détruire
les plants infectés aggrave la situation de manque de rejets (Kumar et al.,
2015) surtout quant aux cultivars locaux peu cultivés et peu répandus.
Ainsi, la biodiversité pourrait s’estomper, lorsque ces cultivars locaux
seront attaqués car, il serait difficile de trouver des “’plants meres sains’” a
introduire directement dans les systémes de multiplication. Le recours aux
techniques biotechnologiques de sanitation basées sur des protocoles
efficaces, s’avére nécessaire (Pathirana et al., 2013). Celles-ci permettront
de sauver les cultivars attaqués. Trés tot, il a été montré par Holmes (1948)
que les virus sont inégalement répartis dans la plante (Wang et al., 2008).
Le méristtme par ses caractéristiques, reste la partie de la plante
inattaquable par les virus (Wang et al., 2008). Ainsi, la réussite de sa culture
mettrait a I’abri tout probleme d’infections virales. Or, sa culture pour cette
cause exige son excision a une petite taille que possible (Wang et al. 2008).
Malheureusement, I’excision des méristémes est laborieuse au vu de leur
petitesse. Certains paramétres tels que la petitesse du méristéme chez
I’espéce (Yin et al., 2007) et le retranchement des primordia chez I’espéce
(Wang et Valkonen, 2007) favoriseraient I’obtention de matériels sains de
plantation. En effet, un manipulateur aguerri utilise 6 a 10 minutes pour le
prélévement d’un méristtme qui pourrait étre accompagné de quelques
tissus infectés (Wang et Valkonen, 2007). La présente étude vise
I’assainissement viral de deux cultivars de bananiers et plantains cultivés au
Bénin en vue d’une élimination du BBTV. L’objectif de ce travail est de
produire de matériels sains de plantation de bananiers et plantains cultivés
au Bénin a partir de matériels atteints de la maladie du Bunchy Top. Il s’agit
spécifiquement de déterminer 1’effet de la température 40°C a 42°C lors de
la macropropagation sur 1’élimination des symptomes de la maladie du
Bunchy Top d’une part et I’effet de la taille des explants sur la régénération
in vitro des plants sains de bananiers et plantains d’autre part.

I. MATERIEL ET METHODES
1.1 Matériel végétal
Les échantillons utilisés sont constitués de deux cultivars locaux « Planta et

Sotoumon » ayant présenté les symptomes de BBTD d’une sévérité de
niveaux 4 et 5 (Ngama, 2010) en provenance de la commune d’Abomey-
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Calavi. Le Laboratoire Central des Biotechnologies Végétales et
d’Amélioration des Plantes (LCBVAP) et le Laboratoire de Génétique
Moléculaire et d’Analyse des Génomes (LGMAG) du Département de
Génétique et des Biotechnologies ont servi de cadre ou les manipulations
ont été effectuées.

1.2 Méthodes

1.2.1 Obtention des vivoplants bananiers et plantains par la technique
de PIF

Les rejets ont été parés et séchés a température ambiante pendant quarante-
huit heures (Figure 1a). Les bourgeons apicaux ont été excisés (Figure 1b).
Les bulbes ont été désinfectés avec une solution de ’hydroxyde de cuivre
(65,6%) 45g/1 pendant une heure puis séchés une heure avant
I’ensemencement (Figure 1c). Les bulbes a ensemencer ont été répartis en
deux lots, I’un a subi un traitement par la chaleur et I’autre sans chaleur. En
effet, les rejets du premier lot ont ét¢ mis sous germoir ou régne une
température de 40°C a 42°C (Figure 1d), les rejets du deuxieme lot ont subi
le méme processus que les rejets du premier lot sauf qu’ils ont été cultivés a
1”air libre.

b X B
Photo a : Photo b : Photo ¢ : Photo
Décorticage ~ Excision des Désinfection d :Ensemencement
bourgeons des bulbes sous tunelle
apicaux

Planche 1: Différentes étapes de traitement et d’ensemencement des bulbes
de bananiers et plantains
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1.2.2 Ensemencent des explants in vitro

Les bourgeons apicaux ont été prélevés sur les vivoplants. Ils ont subi une
pré désinfection avec 1’hypochlorite de sodium a 25% pendant 15 min puis
une désinfection proprement dite sous la hotte dans la salle de mise en
culture. La désinfection proprement dite a consisté en une immersion des
explants dans I’hypochlorite de sodium a 15% additionnée de quelques
gouttes de Tween 20 pendant 15min suivi de trois ringages successifs a
I’eau distillée stérile. Aprés la désinfection, deux lots d’explants en fonction
de la taille ont été prélevés a I’aide d’une loupe binoculaire. Les uns de 0,2
cm (figure 2a) pour la culture de méristéme et les autres de 1,5 cm (figure
2b) pour la culture d’apex. La mise en culture a été faite sur le milieu de
culture de Murashige et Skoog additionné de 1mg/L d’Acide Naphtaléne
Acétique (ANA) et de Benzyl Aminopurine (BAP) et de 0,8% d’agar. Le
pH du milieu a été ajusté a 5.7 + 0.1. Les tubes a essais ayant recu les
explants ont été scellés et entreposés dans la salle de culture. Les paramétres
physiques de la salle de culture ont été réglés a une température de 28°C, la
luminosité d’intensité 5000 lux assurée par des lampes de types Philips
TLD18W et Sibalec FL18W, la photopériode de 16h d’éclairement par jour
et ’humidité relative de 80% sont maintenus.

Photo a : Explants 0,2 cm Photo b : Explants 1’5)?20
Planche 2: Quelques explants a
différentes tailles

1.2.3 Indexation des plantules par PCR

e  Extraction d’ADN ftotal génomique des plantules régénérées
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L’extraction d’ADN a été réalisée suivant le protocole de CTAB modifiée
(Chandrasekar et al., 2017) élaborée par Sambrook (1989). Pour les
vivoplants obtenus aprés quatre-vingt-dix (90) jours et les vitroplants
obtenus apres 30 jours de culture, I’ADN a été extrait a partir des nervures
principales des deuxiémes et troisiemes feuilles. Ainsi, une masse de 200
mg de nervures principales des trois premicres feuilles ont été prélevés et
broyées dans Iml du tampon CTAB (Cetyl Trimethyl Ammonium
Bromide). Le broyat obtenu est versé dans un tube eppendorf de 2 ml
incubé a 65°C pendant 90 min. Le chloroforme isoamyl alcool a été ajouté
puis une centrifugation du mélange a 12.000 tours/min pendant 15 min a été
réalisée. A la phase aqueuse récupérée, a été ajouté ’isopropanol froid
(4°C) en vue de précipiter I’ADN. Aprés une centrifugation a 12 000
tours/min pendant 15 min, la pelote obtenue est rincée trois fois avec 500 pl
d’éthanol a 70% par centrifugation pendant 10 min, puis séchée a 1’air libre
pour permettre 1’évaporation de I’é¢thanol. La pelote séchée a ét¢ maintenue
dans un volume de 50 ul du TE (Tris-EDTA) une fois concentrée (1X) puis
le produit final est conservé a -20°C. Ensuite, une vérification de ’ADN a
été faite par ¢lectrophorése sur un gel d’agarose a 1%. Aprés
¢électrophorese, la visualisation des bandes de fragments d’ADN a été faite
sous rayons ultraviolets apres trempage du gel dans une solution de bromure
d’éthidium (BET) pendant cinq minutes. Vingt échantillons par cultivars a
raison de dix échantillons cultivés sous le germoir et dix échantillons
témoins ont été utilisés pour le compte des vivoplants. Quant aux
vitroplants, dix échantillons par cultivars pour les explants de 1,5 cm d’une
part; et huit et trois échantillons de 0,2 cm respectivement pour les
cultivars Sotoumon et Planta d’autre part.

Planche a : Vivoplants Planche b : Vitroplnts
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Figure 3: Plantules régénérées a partir desquels les nervures des feuilles ont
été prélevées

1.2.4 Amplification par PCR

L’amplification a été réalisée dans un volume réactionnel de 12,5 pl
contenant 2,5 pl d’extrait d’ADN total, 2,5 ul de tampon 5X vert, 0,75 de
MgCI2 (25mM), 0,25 ul de ANTP (10pM), 0,25 ul de chaque amorce
(BBTV NF/NR 10 Um), 0,06 de Taq (5u/ pl), 2 pl de modéle (01 :50), 6,44
pl d’eau distillée stérile. Le mélange a été¢ chauffé¢ a 94 °© C pendant 5
minutes, puis 35 cycles a 94 ° C pendant 30 secondes, 55 © C pendant 30
secondes et 72 © C pendant 1,5 min ; et enfin 1 cycle a 72 © C pendant 7 min
a l'aide d'un thermocycleur. Les amplifias obtenus aprés PCR ont été
vérifiés sur le gel d’agarose a 1%. Une quantité de 7 pl est déposée sur le
gel avec deux contrdles positifs, un négatif, un marqueur moléculaire de
taille puis passée a 1’¢lectrophoreése a 120V pendant 50 min. La séquence
amplifiée correspond a la région ADN-R ayant une taille de 240 pb (Kumar
etal., 2011 ) (Tableau 1).

Tableau 1: Amorces utilisées pour la détection de BBTD

Viru | Amor | Séquences (5’-3°) Taille | Séquen | Réf
s ces (nt) ce

(pb)
BBT | BBTV | GCGTGAAACGCAC |21 240 Kumar et
\ -1 AAAAGGCC al.(2011)
BBT | BBTV | GCATACGTTGTCAA | 25 Ngatat et
\Y -2 ACCTTCTCCTC al.(2017)

1.2.5 Dispositif expérimental et paramétres évalués

Chacune des expérimentations a été conduite dans un dispositif
complétement aléatoire avec deux répétitions et a porté sur la mise en
culture de 10 explants par traitement. L’état sanitaire des vivoplants et
vitroplants régénérés, les taux de débourrement et de régénérescence sont
les paramétres évalués. Ainsi, I’état sanitaire des vivoplants a été évalué par
I’observation de la présence/ absence des symptomes de la maladie du
bunchy top au niveau de leurs feuilles tandis qu’au niveau des vitroplants,
I’état sanitaire a été évalué par indexation au PCR. Quant aux taux de
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débourrement et de régénérescence, ils ont été évalué par le comptage du
nombre de méristtmes/Apex ayant repris et survécu. Le taux de
débourrement et de régénérescence ont été obtenus par la formule suivante :
Taux de débourrement (%) = (Nombre d’explants débourrés / Nombre
d’explants ensemencés) X 100

Taux de régénérescence (%) = (Nombre d’explants régénérés / Nombre
d’explants ensemencés) X 100

1.2.6 Analyses des données

Le logiciel STATISTICA version 6.31 a été utilisé pour les analyses
statistiques des données Afin de comprendre I’influence de la taille de
I’explant et du cultivar sur I’aptitude de régénération et de survie, une
régression logistique binaire a été réalisée. Pour évaluer la variabilité du
taux moyen de débourrement entre les explants d’une part et les cultivars
d’autre part, ’analyse des variances a été effectuée. Les graphes ont été
construits par le classeur Excel 2013.

II- RESULTATS

2.1 Etat sanitaire des vivoplants régénérés dans la serre sous différentes
températures

Cultivés a température ambiante, les bulbes de bananiers et plantains
ensemenceés ont donné des vivoplants tant pour le lot sous germoir que pour
le lot témoin. Les symptomes de la maladie de Bunchy Top (BBTD) sont
observés sur les rejets issus des deux lots avec les plus hauts niveaux de
sévérité. 11 s’agit de la taille réduite de feuilles décolorées et de 1’aspect
touffu au sommet « Bunchy Top » sur les vivoplants (Figure 4). Ainsi donc
le BBTV est toujours présent dans les vivoplants.
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Feuilles
décalaorées

Touffe au
som et

Figure 4: Symptomes de la maladie de Bunchy Top sur les vivoplants
régénérées par la technique de PIF

2.1 Indexation virale par PCR attestant la présence du BBTV sur les
vivoplants

Les analyses moléculaires ont confirmé la présence effective du Bunchy
Top Virus (BBTV) au niveau des deux types de vivoplants. Ces résultats
réveélent donc que la température élevée utilisée dans la présente étude n’a
pas pu éradiquer le BBTV (Figures 5).

3 9 0 p 12 1BM 15 16 17

e . ——————

Figure 5: Profil électrophorétique montrant la présence du BBTV révélée
par les amorces BBTV1 et BBTV2 sur les vivoplants de Sotoumon

Mt : Marqueur de taille ; Tp : Témoin positif; Tn : Témoin négatif; 1-10 :
vivoplants obtenus sous germoir a température de 40°C a 42°C; 11-20 :
Vivoplants obtenus en serre a température ambiante.

2.2 Influence de la taille et du cultivar sur le débourrement des explants

Les résultats ont montré une différence significative entre les réponses des
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explants, des cultivars ainsi que 1’interaction Explants*cultivars (p=0,0193)
vis-a-vis du débourrement (Tableau 2). Ainsi, les explants de 0,2 cm et de
1,5 cm ont présenté 100% de taux de débourrement avec le cultivar
Sotoumon. Les pourcentages de débourrement des explants de 0,2 cm et de
1,5 cm du cultivar planta sont respectivement de 100% et 60% (Figure 6). A
partir de ces résultats, il est a noter que les explants de 1,5 cm ont une tres
bonne aptitude de débourrement comparativement aux explants de 0,2 cm.
Le cultivar Sotoumon répond plus que le cultivar planta.

Tableau 2: Analyse des variances du taux de débourrement en fonction de
cultivar et de I’explant

Source DD Somme des Moyenne des F Pr>F
L carrés carrés

Explants 1 4000 4000 6 0,0193
%

Cultivars 1 4000 4000 6 0,0193
*

Explants*cultiv. 1 4000 4000 6 0,0193

ars *

DDL : Degré de liberte,* Significativité au seuil de 0,1%,

b b ab

~]
S

1

H &

Taux moyen de débourrement
%)
()]
()

Apex |Meéristeme| Apex ‘ Meéristéme ‘

Soutoumon Planta ‘

Figure 6: Effet de I’explant et du cultivar sur le débourrement
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2.3 Influence de la taille et du cultivar sur le taux de régénérescence des
explants

D’apres les probabilités associées aux tests de Khi2 (P<0,0001), les résultats
de la régression logistique ont révélé que la régénérescence a été trés
significativement influencée par les variables cultivars et taille de 1’explant
(Tableau 3). Ainsi, le cultivar Planta a donné le plus faible taux de
régénérescence (65%). Par contre le plus fort taux de régénérescence (90%)
a été obtenu avec le cultivar Sotoumon (Figure 7). Concernant la taille de
I’explant, les résultats ont montré que le plus faible taux de régénérescence
(55%) a été obtenu avec les explants de 0,2 cm, tandis que les explants de
1,5 cm ont donné un taux plus élevé (100%) (Figure 7). Les explants de 0,2
cm du cultivar Sotoumon ont le plus fort taux de régénérescence (80%) et
ceux du cultivar planta le faible taux (30%) au moment ou les explants de
1,5 cm ont présenté le taux de régénérescence le plus élevé (100%) chez les
deux cultivars (Figure 7). Par ailleurs, il a été également noté que la
régénérescence est significativement influencée I’interaction
Explants*cultivars (p=0,0184) (Tableau 3).

Tableau 3: Régression logistique binaire présentant I’effet de cultivar et de
I’explant sur la régénérescence

DD Khi? Pr > Khi?
Source L (Wald) Wald (LR) Pr>LR
<
Explants 1 532,870 <0,0001 1779,957 0,0001***
Cultivars 1 4,614 0,0317 626,560 < 0,0001***
Explants*Cultivar
s 3 6250 6250 6,081 0,0184*

DDL : Degré de liberte,* Significativité au seuil de 0,1%,
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Figure 7: Effet du cultivar et du type d’explant sur le taux de

régénérescence des explants

Influence de la taille des explants initiés in vitro sur I’élimination du

BBTV

Les résultats de 1’analyse moléculaire montrent que les plants obtenus a
partir des explants de 1,5 cm ont présenté une forte présence du virus de
Bunchy Top (Figures 11 et 12). Quant aux plants obtenus a partir des
explants de 0,2 cm, une réduction de la charge virale est observée (Figure
13). La culture in vitro d’explants de 1,5 cm n’a pas favorisé 1’éradication
du BBTV. Cependant, la culture in vitro d’explants de 0,2 cm réduit la

charge virale.
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Figure 8: Profil électrophorétique montrant la présence du BBTV révélée
par les amorces BBTV1 et BBTV2 sur les vitroplants a partir des explants
de 1,5cm

Mt : Marqueur de taille ; Tp : Témoin positif ; Tn : Témoin négatif ,

200ph —»

Figure 9: Profil électrophorétique montrant la présence du BBTV révélée
par les amorces BBTV1 et BBTV2 sur les vitroplants obtenus a partir des
explants de 0,2 cm.

Mt : Marqueur de taille ; Tp : Témoin positif ; Tn : Témoin négatif; 1°-8’:
Echantillons de sotoumon ; 9°-11’ : Echantillons de Planta.

III- DISCUSSION

Le résultat de la technique de PCR sur la détection du BBTV chez les
vivoplants obtenus a la chaleur a révélé que la chaleur dans le germoir n’a
pas pu éliminer le virus de Bunchy Top. Des résultats similaires ont été
obtenus par Tchatchambe et al., 2019 qui ont montré que lors de la
technique de PIF, un faible taux d’élimination du virus se traduisant par son
absence dans certains des échantillons a été observé en utilisant le test
ELISA. La présence du virus dans tous les vitroplants révélée par 1’analyse
moléculaire par PCR dans ce travail prouve que cette analyse est plus fiable
que le test ELISA. A la température de 40 a 42°C notée dans le germoir,
certains virus sont éliminés par la température au cours de la thermothérapie
c’est le cas du virus de la mosaique du manioc (Cacai et al., 2013). De
méme, Wasswa ef al. (2010) ont montré que la thermothérapie est trés
efficace pour I’¢limination des symptomes de la virose sur certaines variétés
de manioc car la forte température détruit les processus chimiques dans le
cycle de vie des virus, ce qui n’est pas le cas dans la présente étude. On
pourrait ainsi formuler le postulat selon lequel le virus du Bonchy Top du
Bananier serait peut-étre thermorésistant. De plus, avec la
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macropropagation, de gros explants sont utilisés. Ce qui rend difficile la
sanitation, car elle aspire a de petite taille de I’explant que possible. Selon
Tchatchambe et al. (2019), plus I’explant est gros, moins 1’assainissement
compléte est possible et inversement.

En ce qui concerne la phase d’établissement in vitro des deux cultivars
(Sotoumon et Planta), I’étude a permis aussi de savoir les facteurs liés au
débourrement et a la régénérescence in vitro des vitroplants des deux
cultivars. Ainsi, le taux de débourrement et de survie obtenu ont varié en
fonction de la taille de I’explant et du cultivar. En effet, il a été observé que
les explants ayant une taille de 1,5 cm ont présenté une bonne aptitude a la
régénération in vitro que les explants de 0,2 cm. La taille de I’explant joue
un réle important dans les mécanismes de régénérescence et de survie car
plus le matériel est petit, plus les tissus et les cellules sont fortement
exposés aux stress causés par la dissection du matériel végétal, lesquels
pourraient engendrer leur nécrose. Ce méme constat a été rapporté par
Wang et Valkonen (2007) lorsqu’ils affirment que la réussite a la
régénérescence et a la survie de I’explant augmente au fur et a mesure que
la taille augmente. S’agissant des cultivars, « Sotoumon », ils ont présenté
une meilleure réactivité que « Planta ». Cette variation de réponse entre
cultivars peut étre due a la différence de la constitution génomique de ces
derniers, ce qui serait une source possible de différentes réactions
physiologiques. Ce constat d’effet du génotype a été déja rapporté par
d’autres auteurs (Ahanhanzo et al., 2008 ; Gandonou et al., 2012).

L’¢étude a permis de savoir également que 1’état sanitaire des vitroplants de
bananier et plantain issus de la culture in vitro a été fonction de la taille de
I’explant. En effet, les vitroplants issus des explants de 0,2 cm avaient de
faible charge virale contrairement a ceux issus des explants de 1,5 cm de
taille. La petitesse du méristéme (Yin et al., 2007) et le retranchement des
primordia (Wang et Valkonen, 2007) favoriseraient I’obtention de matériels
de plantation sains. La faible charge virale observée chez les vitroplants
issus de la culture des explants de 0,2 cm s’explique par la difficulté liée a
la dissection du méristéme quand on part du matériel végétal ayant une forte
charge virale comme dans le présent travail en ce sens que le risque que le
manipulateur contamine les tissus plus proches du méristéme est tres élevé.
En effet, selon Lassois et al. (2013), la culture du méristétme est la
procédure la plus efficace pour I'éradication des virus associés au phloéme
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étant donné que les particules virales situées dans le phloéme ne peuvent
probablement pas envahir les tissus méristématiques car il n'y a pas de
différenciation cellulaire dans cette zone. Dans le cas de BBTV, connu pour
étre associé au phloeme (Magee, 1939), la culture du méristéme a partir de
bananiers in vitro (Musa acuminata, AAA, cv Williams) s'est avérée trés
efficace, résultant en 99% de plantes indemnes de maladie. Les vitroplants
ayant une faible charge virale révélée par la PCR pourront alors servir a
produire d’autres vitroplants sur plusieurs subcultures afin d’éliminer
totalement le virus.

CONCLUSION

Dans le contexte actuel de la propagation du virus du Bonchy Top dans les
plantations des bananiers et plantains, il est nécessaire de développer des
méthodes permettant de produire des plantes saines qui pourront étre utilisés
par les producteurs afin de réduire progressivement 1’incidence de ce virus
sur la culture de cette spéculation non moins négligeable au Bénin. Cette
¢étude a mis en évidence I’effet de la chaleur lors de la macropropagation et
de la suppression des primordia au cours de la culture in vitro sur
I’éradication du virus du Bunchy Top chez des vivoplants et vitroplants des
cultivars « Sotoumon » et « Planta » de bananiers et plantains cultivés au
Bénin.. L’intérét de ce travail réside dans le fait que la mise au point des
techniques de multiplication en masse des plants sains peut contribuer a
I’amélioration de la production de bananier en quantit¢ et en qualité
permettant ainsi d'améliorer la sécurité alimentaire. Les résultats qui en
résultent montrent que la chaleur (40°C a 42°C) n’a pas éradiqué les
symptomes de la maladie de bunchy top lors de la macropropagation par la
technique de PIF. Par rapport aux plants obtenus en culture in vitro, une
réduction de la charge virale est obtenue avec la culture de méristeme
contrairement a la culture d’apex. Les méristémes accompagnés de quelques
ébauches foliaires ont présenté une bonne amélioration d’état sanitaire des
vitroplants. Ainsi, ceux-ci pourront servir a produire d’autres vitroplants sur
plusieurs subcultures afin d’éliminer totalement le virus.
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