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Et èl'abord, qu'entendons-nous par variant? Il s'agit de 

vegetaux qui, nantis è.u même patrimoine héréditaire que l'individu 

dont ils sont issus, montrent, d'W1e maniere intégrée et 

persistante, un mode de fonctionnement de l'information génétique 

ne corres0ondant pas à celui normalement connu cl.ans la vie de la 

plante. 

NOZERAN et BANCILHON, 1972 



T 1 ' 
1.., igname, la reine des plantes, était une reine tres 

exigen.nte. Pendant trois ou ciuatre mois, l'igname demandait w1 dur 

travail et une attention constante depuis le chant <lu coq jusqu'à 

ce que les poules aillent se riercher J)Ollr la nuit. Les jeunes 

pousses étaient :)rotéqées contre la chaleur de la terre par des 

couronnes de feuilles de sisal. c~and les pluies devenaient ~lus 

fortes, les femIT',es nlantaient du maïs , des rielons et des haricots 

entre les monticules à ignanes. Les ignames étaient alors pourvues 

de tuteurs, d'abord des petits bâtons et plus tard de grandes et 

grosses branches d'arhres. Les felT1!ïles d2sherbaient la ferme par . . 

trois fois à des PP.riodes éf,finies dans la vie des ignames, ni 

trop tôt ni trop tard. 

CHINUA ACHEBE, 1973 

(Nigeria) 
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. 

Planche 1 

Dioscorea trifida 

~ 
' 

~ 

. .;/ Il 

A
·&-~ 

. ~ " '\ t E . 

Dioscorea alata 

Dioscorea alata et Dioscorea trifida (d'après PURSEGLOVE , 1972) 

Légende A 
B 
C 
D, E 
F, G 

portion de tige avec les inflorescences mâles 
tubercule 
portion d'inflorescence femelle~ ou mâle~ 
fleurs mâles 
fleurs femelles 



DerlUis les temps nréhistoriques, les populations d '1"'.\sie et 
d 'Africiue tropicale ont consor:,mé des tubercules d'ignames pour 
satisfaire leurs besoins alimentaires (JILEXANDER et COURSEY, 
J.%9 ; COURSEY, 1975) •. Aujour,1 'hui, cette culture reste lirütée à 
quel,"ftk~S r,~CJions qui lui sont traditionnellement et culturellement 
attacl1écs l ',Z\frique èe l'Ouest qui produit les 3/4 de la 
;,roduction :nondialc, les CaraÏhes et certaines régions de l'Asie 
du Suèd:st ( COTJRSEY, 1967) • Très fortement concurrencée par le 
manioc et. la ,")at.ate douce, la production nondiale des ignames a 
r.x~u É:volué a.u cours des 20 dernières années*. 

Pour rerlonncr èe l'essor à la culture de l' iqnarne, il faut 
r-1oclifier considérablement les variétés actuelles, afin de les 
a.dant.er aux exigences c't' une n.gr icul tun; moderne plus productive. 
Or l 'ël.'11<21ioration génétie:ue des i9nar11es comestibles par voie 
se:....'Uée se heurte à de nombreuses difficultés et elle n'a pas 
nermis , jusqu'à présent, de diffuser cies hybrides 
variétés traditionnelles. 

L2- culture in vitro offre la possibilité 

- . superieurs aux 

de créer une 
variabilité sans faire intervenir la renroduction seÀ'llée. Diverses 
technici:ues ont cl,~jà donné d<~s résultat~ et, en particulier, des 
néoformations à. 0artir de cals ont été,chez de nombreuses espèces, 
source cl.e variations sornaclonales utilisables en amélioration des 
plantes. C'est èans ce cadre que s'inscrit notre travail qui porte 
sur les modalités de calloqenèse et de néoformation de tiges chez 
deux espèces è.' iqnar'1es comestibles : Dioscorea alata, cvs Brazo 
Fuerte et Florido et D. trifida, cvs Moengo V et INRA 5-20 (cf 
planche 1). -

Nous présentons tout d' aborcl les ignames, les problèmes que 
posent leur culture et leur sélection et le rôle que peut jouer la 
culture in vitro dans l'amélioration variétale de ces espèces. 
Puis nous exposerons les techniques utilisées au cours de notre 
étude. Nos résultats s~ront. divisés en 3 chapitres 

- le choix de l'explant initial, 

la Ci'lllogenèse et l'entretien des cals d'explants 
foliaires, 

l'obtention de néofonnations a partir de cals ou de 
fragrrients de feuilles. 

En conclusion, nous exposerons quelques orientations pour la 
noursuite de cette étude. 

* d'après les informations données par la Division Statistique de 
la FAO, 1984. 
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1 - PRESENTATION DES DIOSCOREACEES 

Les ignames regroupent un ensemble d'environ 600 espèces 
appartenant au genre Dioscorea et réparties, pour la plupart, dans 
la zone intertropicale. 

1.1 - Origine et dispersion 

Le centre d'origine des Dioscoréacées est r,robable_ment l'Asie 
du Sud-Est où elles se sont difft?rcnciees à la fin èe l'ère 
seconctaire. Avec la :formation de l'Atlantique, au Crétacé, les 
espèces de Dioscoreae arr,,2ricaines se séparent cîes espèces 
afroasiatiques (BlJRKILL, 1960 ; COlJRSEY, 1967). Il y aurait donc 
trois centres de diversification de:-s ignames : l'Asie tropicale, 
l 'Afrio,ue occidentale et l 'lœ.rique tropicale (cf carte de . la 
répartit ion mondiale des iqna.r;;es) . Les espèces qui ont été 
8tudit;es èans ce trawül sont d'origine asiatique (D. alata) et 
am.~ricaine ( n. trif ida) . 

On ne connaît nas de fonnes sauvages de D. 
!_)rovienèlrait probahlernent àe plantes dérivées de 
sauvages D. hamiltonii et D. persimilis c1ui sont 
très proches de D. alata (COURSEY, 1%9). Il existe 
formes sauvagesde D. trifida en ,2'._rn .. ;ri<TUe et de D. 
Afrique. -

1.2 - Classification 

Les i~rna,-nes appartiennent à 

- la classe des Monocotylédones, 
- l'ordre des Liliales, 
- le sous ordre des Protoliliales, 
- la famille des Dioscoreacées, 
- le genre Dioscorea 

(d'après BURKIJ.J_,, J.960; cf tableau 1). 

alata. Elle 
deux espèces 

botaniquement 
par contre des 
cayenensis en 

La classification des Dioscoreacées reste encore controversee 
et des études sont en cours pour clarifier les problèmes 
taxonomiques, en p2.rticulier ce~ des espèces D. cayenensis et 
o. rotundata chez l esquelles de nonbreux auteurs voient 
actueller1ent une seule espèce. (MiffiE, 1982 a, b, c ; IIŒDIOBI et 
IGBOP1Nl'SSI, 1983 ; HAMON et al., 1985) . 
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Dioscor eae du 
nouveau monde 

Rhizo ·mateuses 

Section 
Pedicellatae 

Rajania 

tubéreuses 

Nombreuses sections 

dont D. trifida 

TABLEAU 
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Proto-Liliales 
(hermaphrodites) 

Proto-Dioscoreaceae 
(hermaphrodites) 

Proto-Dioscoreaceae 
(hermaphrodit es) 

Dioscoreaceae ' 
(dioîciues) 

1 

' Liliaceae-Asparagoideae 

Trichopodeae 

Trichopus Avetra 

Stenomeris 

Dioscoreae de T:amus 
l'ancien monde 

1 
Tubéreuses Rhizomateuses 

Section Stenophora 

Nombreuses sections 

dont D. alata 

Classification des Dioscoreacées 

(d 1 après_BURKILL,_1960) 

QJ 

"' QJ 

u 
"' QJ 

L 
0 
u 
Cil 
0 .... 

""C 

"' L 

"' Q_ 
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1.3 - Nombres chrornosomiqt1es 

Le no\Jbre cic bas,::: est x = 10 pour les espèces asiaticwes et x 
C:· ou 10 nour l es espèces a,7,;rica.ines et africaines. Le niveau de 

·,-i.loÏche c,st variable ::;elon les es:')èces et les cultivars mais il 
-:::st c)~n&rah,rr1cnt F!lev0 c)ntrc 2 x et 10 x avec tous les 
intern-i~c'!iairr.s ::-iossihle::; . La 001 yploÏdic:: s'est exf~rcée librement, 
:=:oit "Jè.r ëmton l oichc ( fo.1::ne .~ 4 x et à 8 x) soit par allorüoÏdie. 
L,?s forr,,es aneunl oÏc1~s sont r,1res (;,1Ait'rn~, 19ôG) • Les nombres 
chrorno:301,j_.:-n_ic)s :::-,~ncontn~~s les nlus fr2querrrncnt sont : 2n = 40, 60 
011 sn che::: n. éÜn.ta (! ·';}\R.'I'F~ et ORTIZ , 1963 ; RA!•1l\CE/\NDP-Al•l' 196B) 
e t 2n = ?G chez D. trifida (ESSAD, 19H4). La nolyploÏdie ,:'\e ces 
cs·~èces ;,,~ut cxpl.icmer leur fnible -fert.ili t &. 

' . 

1.4 - Les ignames comestibles et les ignames d'intérêt 
pharmaceutique 

L'?s ic:;nar'les sont cultivées :-:irincipale;;1ent nour leur intérêt 
a l in~ntair.:~ . .f::lhê!:3 ;'."lroduiS(!nt c0,es tubercules riches en amidon avec 
nnf; teneu:c non rn~0ligral'üc: en nrot2incs (!-i,;.RTDI, 197 6 ; BOUPJmT, 
1973). Les icrnar:cs sont <1:;fici.cntes en lin.ides ,ci;üs e lles ont une 
teneur nsscz ,~levi~e ~n vi ta":ëine li. et C. Une cinque.ntainc c1' csDèces 
samraq0s , oarfois li c1e;;Ù c1or,1cstiq1.12es ~ sont consor:],1éli"Jles (Vi;"\RTIN et 
na-;1\T}:; , 197/·lh) . Elles sont consom:necs cm cas de disette, ou 
t:i-:- c=iditionne llcnen1.:: cl.=ms l e c,·C:1re c, 'une nrotoaqriculture de forêt : 
les nyqnées laissc~nt ,in t c,rre un fragment de tubercule après en 
avoir ',cSl2v,1 une :,,vtif:! (BAITIJC:If'.'1', 1C:rn2). Les tl1,l:)ercules de ces 
'::snèces Sëmva0es ont une teneur é~evr~e en œ-nidon associ~c r,a~fois 
2 une a:::;se;,: forte teneur en ;1roteines (10 % èie la ma.tiere seche) 
r,a is ils ·,résentcnt rJ.c nor:ibreux cr1.ractères ind,:;s _irables 
alcaloÏcles toxiques, tubercules très profonds, difficiles a 
ê,~terrer , cm 1verts c"'. ' ,:~r)ines. . . ( r !I,,~'"lU~ et al. , 19il4) . ---

Les iqna,rtes coriestü,los sont surtout représentées par une 
r1ouzainf.: d' csr,-3ces cultivées les principales sont Dioscorea 
a lata et D. cavenensis-rotundata suivies par D. 
esculenta, D. tnfida et D. bulbifera. Ces cinq espèces as
surent environ 95 % de la production mondiale (?vlAiTeIN et mx;I<l-\.5, 
1978h).Les autres esrèces cultivées, de moindre iri,nortance, sont: 
D. oprosita, D. japonica, D. clun\etonm1 et D. hispic1a et enfin, 
D. nenta-ohylla, D. nurnilaria et D. tra.nsversa. Les ignames 
viennent en quatriêrne olace dans la production monrl iale de 
tuhercules a-::,rès la porrrne .:~e terre, l e manioc et la patate douce. 
D'après les statistic1ues de ln FAO (1974-1982)*, la production 
r:-ondir1.le est com,·xise entre 20 et 25 millions de tonnes, les deux 
;xinci:,al1X 0ays nroducteurs étant l e nigér.ia et la côte c1' Ivoire. 

* d'anrès les infornations données par la Division Statistique de 
la FAO, 1984. 
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Denuis les travam< de Ml\RK,SR et al. ( 194 7) , l'industrie 
~harmac~utique s'est intéressée aux espèces de Dioscorea sauvages 
ry_ü contiennent des stéroïdes du tyœ sapogénine (principalement 
la diosg,;nine) qui s ' accunmle dans les organes de réserve. Les 
espèces qui contiennent le plus de sapoqénines sdnt D. com,nosita , 
D. SDiculiflora, D. floribunda, et D. deltoidea (MARTIN, 1972). 
La dio~genine est utilisee corrrne molécule de base dans des chaînes 
de svnthèse aboutissant aux hormones sexuelles, aux composés 
contr~ceptifs, aux cortisonicrues et à la spirolactone (BACCOU, 
1984 et SAlNAIRE, 1984). 

2 - LA CULTURE DES IGNAMES ET SES CONTRAINTES 

2.1 - M:>de de reproduction 

Le mode de reproduction habituel est la multiplication 
végétative. Il est !X)SSible de faire des boutures de tiges 
(IT:.RGDSSON, 1972), mais dans la nratique aqricole , on olante des 
fraqments de tubercules, ~es petits tubercules foniés à côté du 
tubercule nrincipal, des tubercules de deuxi~me récolte ou parfois 
des bulbilles . Ce node cle re~roduction est coûteux. Les ignames 
semences représentent 10 à 30 % du poids de la récolte. Leur 
conservation est rn0chocrc ; l es se;nenccaux sont lourds ( au minimum 
200 q), fraqiles et de taille irrégulière. Ils sont, de plus, 
hétéroq~nes et leur lev,;e 0st irrégulière et souvent mauvaise. 
Ceci entraîne une grande concurrence des adventices (et un travail 
de sarclage i~riortant) , une forte hétérog,?néi b; des calibres des 
tubercules à la r,;colte e t des rendements d'autant plus faibles 
que l a lev,;e est tardive (VANDEVJ:::il\JNE, 1976). 

2.2 - Rendeiœnts 

Bien qu 'en culture rronospécifique intensive les rendements 
puissent atteindre 50 T/ha chez D. alata, D. trifida et 
D. cayenensis, ceux-ci sont en généralbeaucoup plus faibles : 10 
a 20 T/ha (IITA annual renorts 1980 à 1982 ; DEGRAS, 1976 
RODRIGlfüZ, 1983 ; Dl]·,DNT, 1984a) . 

2.3 - Qualité des produits récoltés 

Les tubercules présentent une grande variabilité en forme et 
en taille. Ils sont cassants et leur épiden,1e est souvent rugueux, 
irrégulier et fragile. Afin de faciliter la récolte et son 
éventuelle mécanisation, on recherche des tubercules réguliers 
ovales ou ronds, n;sistants aux chocs, de calibre homogène et pas 
trop volur'lineux. Ils doivent également bien se conserver au cours 
r1u stockage et posséder de bonnes qualité s culinaires (terrps de 
cuisson rîOyen ou court; chair onctueuse, ni amère ni trop sucrée) 
et nutritives (teneurs en matière sèche, en acides aminés et en 
vit~~ines élevées) . 
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2.4 - Problèmes de main d'oeuvre 

La rroçl.uction vient essentiellement de petites exploitations 
traditionnelles et la culture est entièrement :-rtanuelle. C'est une 
culture exigeante en main è'ocuvre : le billonnage, la nlantation, 
l e tuteura.ac, l es sarclaqcs et la r,?col te recruièrent rle nornbreuses 
h(?11rcs <2' i:.in t1~aw-ül nénihl(? : c:nviron 200 · jours DRr hectare 
(OLY:·'!2IO, l'.):32 ; Ol•--:1:UF'.NE, 19112 a, b ; DU'1Œl'I, 1984b). Dans ces 
conrhtions, l' iqnasX: a.nn,,raît plutôt cor~,ne urn~ culture mnraichère 
de lux~ 011 'nm~ qranc'le culture. Des éturl.cs ont été faites ?Our 
''7'~Ca"1isrèr cette culture afin de r2duire les tem:,s de travaw< et 
si:~rüificr l es onPratio:1s culturales (VJ\:'.ff)IM;JJfJE et TOUR'l'ZEVI'TCH, 
1977) . L2 m;canisation ')ennet un gain c1e tcr,1ris irnportant 
(Vt-,i<JDI·~.7En1'~E, 197 3b ; ~'.OULSY!'·lJ-1.NE , 19:-14) • 

2.5 - Problème de la masse végétale 

Les iqnal"1es sont des lianes à grand névelorpement végétatif 
riouvant a tteindre 30 mètres de lon0ueur de ticres avec un norc1bre 
totnl su:,érie11r il l00C feuille,,; ('lTIOfJSLOT, ÙJSS) . Les ignames 
cultivées sont généralcnent tuteur,?cs. Le tuteuraqe est r,oÛteux et 
c,c~ne la ,n,2canisa.tio;1 des s2-rclages e t de la récolte ; :,12is 
l'absence de tuteurac:-e ac;qrave lC=s c:~qâ.ts des maladies fongiques 
et r éduit l c~s rencler,'\f::nts ( 1 ✓l\ITT, 1%3 ; OKOLI, 1982 : f' ,f,.ïANTIKI et 
ë'll ., E~85). 

2.6 - Problèmes phytosanitaires 

Le mode de oropaqation 0a.r voie véc:rétative favorise la 
tr2J1srilission des maladies c1'une culture à la -suivante. 

Chez D. trifièa et n. cayenensis-rotunnata, les maladies les 
p lus graves sont les viroses, en 7articulier la :,1osaÏque des 
feuilles (EDWIGE, 1979 ; JF\()UE et Illù~Tfil..:L, 19.30 ; TI-!ülM::11EL et 
FAUQUE'r , 1980 et 1982). 

Chez D. alata c ' est l'anthracnose due 
0loeosoorioidies qui est la 0rincipale maladie 
1956 ; 'IDR'RIBIO et al., 1980 ; \·•m~CI-I et al., 
1985 ). -- --

a Colletotrichum 
foliaire (BAUDIN, 

1984 ; NO:PiffiHF_._;;_'1, 

Certaines variétés , très appr~ciées des consommateurs mais 
sensibles ont été f)resc;ue totalement élimint;es nar l'anthracnose . 
C'est le cas, nar exemple de la variété Pacala aux Antilles. Il 
existe cles variétés résistantes mais elles n ' ont pRS toujours de 
bonnes aj)titudes agronor:ü.ques et culinaires (MIHllCCI et al, 1985 ; 
P.N,CY et ~ü. , 19f-35 ) • ---

D'autre nart , les né:-1atoàes causent cJ.es d&gâts importants : 
l e principal ni;rnatode des ignames, Scutellonema bradys, est 
resr,onsahle de qraves :;:,ertes occasionnées \Jenclant le stockage des 
tubercules (DEGRAS et IŒl<l1,ARREC , 197G ; }Zf•~~"'11RRJX: et al., 1980 ; 
BRID~:;E, 1982). 
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3 - L'AMELIORATION VARIETALE DES IGNAMES CŒ1ESTIBLES 

3.1 - Biologj.e de la reproduction sexuée chez les ignames 

3.1.2 - La fertilité 

La rer:rroduction par graine est possihle rr:.ais e lle est r,;duite 
chez l es es:.,èccs cultivées. Les iqna:-œ s sauvaqes, au contraire, 
sont florifères et se renrocluisent par grainc~s {;'-'ARTD<: et al., 
1963; Pi\O et al, 1973; Jm.Na et al., 1983; [)(]MONT, 1985) --:-Îl 

1 - - - . ,- • - ~ n y a que c:::uelsues esneces cor71estinles rflu nn~sentenl- c1es 
,)rohlènes de fructification dans le 0.enre Dioscorea. La perte de 
fertiliti; chez ces csnèces serait une consecruence de la 
donestication (COTJRSEY, 1976) . 

Dioscorea a lat2 est :,resque totalerrient stérile sur des 
milliers de capsules collectée~ , on obtient quelques dizaines de 
qraines viaJües (,JOS -2t VI,Ti-WA BAI, 1980) et sur cles milliers de 
1~ollinisë-1tions rrianuelle s effectu2es à l' IITA d'Ibadan, il n'a éb; 
r écolté (}l.H~ 600 fruits et 40 graines viables (IITA .t'-nnual Report 
1979). Par contre chez D. trifida e t D. rotundata, le 
oourcentëJ.ge de o,raines obtenues est heaucoup r+us é l eve merne s'il 
reste irréqulier et linité à certains clones (S.i\DIK et OIZERElŒ, 
1975a ; IITA annua.l r eport, 1976 ; rn:r_;fw;, 1%2 ). 

3.1.3 - La dioecie 

Les ignar11es sont dioÏ'll)es avec cependant quelques exceptions 
( inc7.i vidus nonoÏrrues ou rr1ême à fleurs hermaphrodites) . Certains 
cultivars ont une floraison abondante~ r:-1ais chez c1' autres, on n'a 
jairiais ol:,serv,; de fleurs. Parmi l es clones qui fleurissent, il y a 
beaucoup plus c1e clones mâles que de clones feïœlles (DOJ-CTJ, 1982 ; 
DEGfü"\S, 1982 ; BULLE LEX;?J"\i'lD , 19G3 ) . Chez D. alata, l a plupart des 
clones <1Ui fleurissent sont m5les U·HFGE, 1952) ; il existe 
quelques clones femelles r--tëli s leur florù.ison est très rare et très 
irrégulière, oour certains clone s :-•1oins d 'une fois tous les di x 
ans. ( Dill,lONT, com:nunication ,-::iersonnelle) . 
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3.1.4 - La floraison mâle et la P9llinisation 

Les fleurs males sont qrour,ées en .inflorescence de type 
rrrappe nlus ou moins complexe elles sont très ;~tites ( 4 à G rnf.1 
rl2 longuc::ur) et c~ lles contiennent 6 -:,tar.un;~s . Le ;,ol l en est 
collant et la nollinisation semble assur,~e 02.r dE::s inse:.ctes dont 
Larot:1rips dentines (Sl'Jll:-: e t CYffi'.::Kr:, 1S75l)). Le nombre de qrains 
de r,ollen nr1:r ant'.îcre , la viabiLi.b~ clu nollen et sa fertilité in 
vitro é:'t. in vivo varient considérablcr,1ent suivant l ' esnèce et l e 
c11ltivar (0,CF;J-:_nœ, 1977 ; BULLE LEGRl,ND, 1%3 ; A.K(HODA, 19B3a). 

3.1.5 - La floraison femelle et la fructification 

r.Jt-:::=; fleuré; fcnellc~, ;:;CJnt cn:-ouni:cs en c:0is . L'inflorescence 
fc-::,1clle e st ~üus s.i.JTnlo que l'inflorescence 0:iâlc et el.le contient 
i,'.oins cïe fh:urs. T.,'ovaire 2st inf,3re, triloc1Jl.:üre à placenta.tion 
AYil-2 2VP.C 2 •.TvlÜ·2S ,,ar loge (CHJ;J)T:PJJt) et Ei•:.i"1C:RGE:R , 1960). Le 
fruit r;st 1me cansu.le trilc.x---;t:lai rc crui '•~nt contenir jus011' à. (i 

r;raines ë-1.ilF:c,s . Chez l es isnamcs coricstibles, une qrancle partie d.e 
c,~~s r;-r?, .ines sont vü~es, e t. che7. n. rotundata :)ë-rr exei01f.)le, nlus de 
la moiti-;, (les graines ,Jleincs ont un cr·1.bryon salforr.,é incanable de 
rrer;i'.er U-;,'\TîI1, e t OT(FP~KE , 1cn Sa) • 

Ce rtains clones fleurissent bien , cenenc1ant, !11eme en ;,resence 
c1e ;,iec'\s :nÔ.L~s 2, floraison abondante , le murcentncre rle fleurs 
fenelles cui avorte est très é l evé . ni vers c1cqrés de stérilité ont 
,2t é obsen;<~s : dessèche1t1cnt co~.1Glct des inflorescences , 2J)Cission 
des fleurs, ,:o.rr,St clu élévelonper::ent 6es fleurs ( DOf(U , 1982) • 

Les causes ô0 la sttrilit,; 60.f', iqnarnes corncstihles n'ont ~as 
encore '-~té ,;lncicl~es . Plusieurs hynothèses ont ôté émises : faible 
fertili t r-'. è.u r:iol l en ; (1éf icir~ncc (1cs ovules blocruage au ni veau 
de la oollinisation ou de l a f~condation ... 

3.2 - Les variétés améliorées 

,Jusrru ' ~ nn~sent, l' ar1,~lioration (JC;nétique éles iqnames 
co1w;stibll?s a été bas,?.e princirëüer1ent sur la. sélection clonal e : 
les nutations naturelles ont été les orincipatLX facteurs de 
1' é'Ur,2lioration effectu~e nar lc~s naysFms· au cours des siècles 
les croise1;:ients n'y auraient jrn.1ci: qu'un rôle r,,.ini1,1e (COlJRSEY, 
1975 ; <X~OLI, 1 982). Des tre.wmx d'électrophorèse réalisés sur f•. QO 
cultivars_ ôe D. cavenensis-rotunr1ata ont nontrÉ~ _oue cette espèce 
oouvait etrc r1ivi:::;2e en r:11elc1ucs qroures cxtren .. ?ment hon-10genes 
(HPJ-101·~ et 'l'OUPJ~, 1 905). Il est très nro;,able que les différences 
entre cultivars d ' un i'1E~r:1e c7roupe nroviennent c1e di verses mutat ions 
- ' :J 1 a_ rartJ_r c. un clone. 

Cepenc7ant le t2u;( rie nutations naturellc~s est très faible, et 
êl. notre connaissr1nce , li.ne seule ex:--Jérience i1. été t e ntt~e oour 
auqnenter ce tëlu.x cîe r1utotion che?. les ia.names cor:1estibles : cette 
P.>.'T){2riencr:: d ' irraCiation c1e vitroolants 12t de tu;:>ercules menée sur 
D. trifida n'a '.)as encore r:1onn(: cîe résultats (DŒPAS, i:JiRIE, 
cornrnunicél.tions nersonnelles ) . .Z\ctuelle111ent. donc , l'introduction de 
variét0.s étnmcrèr12s dcmeu;:-12 rpw.sit'1c=nt l ' unicrue source cl.e 
renouvellerr\ent 08nP!tin112. 
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Peu d'études ont été faites pour améliorer les ignames 
comestibl(.::S par hybridation. Cependant, deux programmes iin,DOrtants 
ont ouvert l a voie de la reDroduction sexuée coi'.1I11e t echnique de 
création variéta.le chez ces e~pèces : -

- un ;xocrraiïinK~ c1' hybridation entrepris à partir de 1966 
au centre FJJV'. c]e Guac1eloune sur D. trifida principalement, mais 
é0alement sur O. ca.yenensis et D. aîata (DF.GRAS, 1934 ). Plusieurs 
hybrides intruspccifigucs de D-.-trifidcl ont donné des rendernents 
Dlus élev2s cp.1.e L;s variét,:3s locales m2-.is avec une (}Ualité moyenne 
ôe s tu.hercules ( 1;;:r;nJ'..S , J.987.) • Cencndant, l e clone hvbride INR.A 
5-20 nn~sente une hormc c1.ntituc'k~ c;Jlinairc (DEGfo'\S et ~l., 1980). ---

- un nroqramrne cl'hvbridation entrenris à partir de 1975 
a l' UTA c1' Ibaéan -sur D. r<

0

)tundatn. princii,~lernent mais également 
sur D. cayenensis, D.-dumetorum et D. a.lata. Des dizaines de 
milliers de plantulesissues de graines de D. rotundata ont été 
obtenues et étudiées au point de vue du rendement, de la 
résistance aux rnaladi12s, de l'architecture de l a plante, de la 
m..ialité et lêl. forrre des tubercules et de la conservation (iHLSON, 
19B2). Certains clones, s&l ectiormés dans l a descendance des 
graines, ont c:.onné d.es rendements nlus é levés que les variétés 
locales, T712is des quali t&s a9ronorniques ou culinaires moindres 
( IIT.I\ annual report, 1979 2t 1982 , AKORODA, 1983 b) • 

On pourrait attribuer l es rendenents élevés obtenus par les 
clones issus de r;raines à. l ' é lir.ünation c1es virus lors de la 
reproc1uction SC)(\.h~e . l::I1 effet , il a été r1ontr~ une corrélation 
1,ositive hauter1ent sic-Jnificative entre la gravité des viroses et 
ln ncrte èe rende1'"l.ent chez les ignarnes sensibles par exemple chez 
D. cayenensis-rotundata (DUi:·1ŒJT, 1984 , b). Chez D. trifida, le 
clone hybride II\J"'.1~J\ 5-20 s'est révélé très sensible aux virus, ce 
qui réctuit considérabler:-ient sa production (BUFFON, 1980), malgré 
ses bonn2s 1:x)tentiêl.li tés. 

Les croisements réalis5s ont permis de faire les premières 
études sur la g~nét.iquc et l'héritabilité de certains caractères 
chez D. rotundata (WILSON et VIC'IDR, 1980 ; h'ILSON, 1982 
AJ(O"Q.ODA, 1983 b) et D. trifida (01'.-:GRA..S, 1982). Il est à noter que 
de très nombreux génotypes issus de croisements entre cultivars 
int<~ressants rrésentent des caractères prirnitifs inc1ésira.J-.iles par 
exemple des tubercules longs et effilés ('l'ROUSLOI', 1985). 

4 - LA CULTURE IN VITRO DANS L'AMELIORATION GENETIQUE DES IGNAMES 

P·, partir des prenùers essais effectués par HABERLANDT en 
1902, la culture in vitro a évolué jusqu'à la mise au point de 
cultures indéfiniesde tissus de Dicotylédones (GAUTHERET, 1939 ; 
NOBECOUR'l', 1939 ; 1i•i1-U'IT. , 1939) et plus tard, de Monocotylédones 
(MOREL et v.JE'l'MORE, 1950). On a obtenu depuis, des cultures de cals 
ainsi que des néofonnations à r,artir de cals sur un très grand 
nombre d'espèces de Mono et de Dicotylédones (Hl.JNAŒJT, 1978 ; 1979 
a, b, c ; FLICK et al., 1983 ; AI'-'J·'IRATO, 1983 ; MARGARA, 1984 ; de 
FOSSARD, 1976). - --
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Les preJTl.ieres publications sur la culture in vitro des 
Dioscoreacées portent sur la formation de bulbilles a partir de 
segments nodaux de D. opposita (SAWADA et al., 1958), o. batatas 
et D. japonica (ASAI-IIRJ\ et NITSCI-I, 1968 )-.-Elles ont egalement 
concerné l'obtention de colonies tissulaires à partir de fragments 
de tubercules sur D. cornposita (NICKELL cité _oar GAUTHERET, i959) 
et de bulbilles surD. sansibarensis (RAO, 1969) et UDTJEBO (1971), 
étudiant la formationdes bulbilles a partir de segments nodaux de 
D. bulhifera), note l'apparition de cals sur certains milieux. A 
nartir de ces Dreniers essais, la culture in vitro des 
Dioscoreacées s' est diversifiée dans 3 voies : 

- la '"'lultiplication et la conservation de génotypes, 
- la production de ITh;tabolites secondaires, 
- la recherche de variabilité. 

4.1 - La Im1ltiplication et la conservation de génotYJ2E:?_s 

Le rnicrobouturage in vitro perr.:iet d'obtenir rapidement un 
très grand nombre de plantes a partir d'un seul individu. Il a été 
large;nent étudié chez les ignames alimentaires et pharmaceutiques 
afin n'assurer une multiplication rapide des meilleurs clones 
sur D. alata, D. cayenensis-rotundata, D. bulbifera, D. trifida 
(MANTEIJ.J et al.-,- 1978; Afli'IOLIN, 1980; GPJ'.X;OIRE, 1980; CORTES
MONLLOR e t LIU, 1983 ; DEGRAS, 1983) ; sur D. batatas et D. 
japonica (ASAHIRA et NITSCH, 1969) et sur- D. floribunda 
(CHATURVEDI, 1975 ; AMMIRA'l'O, 1982). 

Des techniques ne culture de méristèmes ont ete mises au 
~xünt dans un but phytosanitaire sur D. c1el toidea ( GREWAL et al . , 
1977), D. alata et D. rotundata (!''lANTELL et al., 1980 ; CORTES 
t•'ONJ.J.JOR et al. , 1982; NG, 1983 ; NG et-H.r7'Jil'>J, 1985) . Elles 
permettraient l'élimination des virus qui se raréfient à proximité 
du méristème. La thermoth0:rapie ap!'.)liquée sur le vitroplant semble 
efficace nour l'éradication de certains virus chez l'igname 
(BALAGNE, 1985). Elle POurrait être associée à la culture de 
méristème r-.,our renforcer l'efficacité de cette méthode. Ces 
techni(]UeS suscitent \)eaucorn::i d'intérêt en raison de 
l'amélioration des rendements que paurrait apoorter l'utilisation 
de clones sains. Cependant, la culture de méristème chez les 
Dioscoreae n'est r,a·s suffisamment maitrisée oour déboucher 
actuellement sur des applications agronomiques (SALEIL, 
cornnunication personnelle). 

Par ailleurs, 
constitution ]X)ur 
annual report 1980 
HAHN, 1985). 

des vitrothèo.ucs sont actuellement en cours de 
la conservation des ressources génétiques (II'I'A 

DEGRJ\S, corrrrnunication personnelle ; NG et 
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4.2 - La production de rœtabolites secondaires 

La culture en charnrs des Dioscoreae sauvages s'étant révélée 
reu rentable pour l'industrie -pharmaceutique (MARTIN, 1972), 
différentes équipes se sont orientées vers la production de 
diosgénine in vitro. Cepenàant, malgrG des recherches nombreuses, 
la production de métabolites secondaires chez les ignames n'a 
' 1 .... ... t- l 1 · ' ' :J ' ' Jusci1.1 a pn,sen.___ pas eu c. .-:1p_r,lic21tions inaustrielles, la production 
in vitro n'étant :::ias Sllffisante pour concurrencer d'autres sources 
de sbê!roic\?s .. 

L'initiation 0~t la culture de cals ont été étudiées chez les 
:1rincipaJ.es c~snèces nroôuctrices cle diosqénine. Des milieux 
canables c-:' 2.ssurer une bonne croissance àes cals et une production 
maxime.le en di.osg;3n.ine ont ,; t;::; mis au !)Oint. Outre la diosqénine, 
les cals contiennent r1iverses sapogéni.nes (TüMITA et al., 1970 ; 
Pw":t'-J!l.RD, 19~!4). Les cals sont ensuite passés en~uspension 
cellulaire, puis en culture continue en biofen~enteur (TAL et 
(;QLDJ3E,'1G, 198~) . 

Les milieux de cnlture les plus couramment er.,ployés pour 
l' .in,:'luct.i_on et la croissance des c2ls sont le milieu de .,îfJTIASHIGE 
et ST'(OCG (1%2) et le r.ilieu F.T (Y~AUL et STABA, 1968). L'hormone 
n.i::-esque exclusi vernent util ü;.;e lors de ces c1eux é.ta.pes est le 2, 4-
D. Le tableau 2 rasseml:lle les descri;,tions des conditions de 
c2lloqr~nèse chez les diverses esnèces de Dioscorea qui ont fait 
l'objet d 1 2tuc1es. 

4.3 - La recherche de variabilité génétigu._e 

J',, l' issue c:.u vnème symposium de la Société Internationale 
9our les Plantes à 'I'uberculcs Tropicales (Guadeloupe, juillet 
19B5) , trois orientations ont été retenues àans la recherche c1e 
variabilit2 par culture in vitro chez les ignames 

- l'haploÏdie, 
- la variation somaclonale, 
- la culture et la fusion de protoplastes. 

4.3.1 - L'haploÏdie 

A notre connaissance, une seule étude a ete faite sur ce 
sujet: des cultures d'anthères, réalisées chez D. trifida, ont 
donné quelques divisions des microspores (Af'~OLIN, 1976). Ce 
travail n'a pas été poursuivi. Cette voie pourrait cependant 
contribuer efficacement à l'amélioration des ignames ct'après les 
résultats obtenus chez les autres espèces r:iolyploÏdes : 

L'obtention d ' haploïdes par anclrogenèse ou gynogenèse a été 
réalisée chez de no:lbreuses plantes ; nous ne citerons que 
guelques espèces de tyne polynloÏde : ::>lé tenè.re (DE BUYSER et 
HENRY, 1979, 1980) ; canne à sucre (FI'l'CII et MOORE, 1983) ; Ray 
qras (PAGNIEZ et DEl'--'.l'-Jli,Y , 1979) ; pomme de terre (DUN'i··JF..,_1.,_L et 
SUNDF.,RJ...,~.JD, 1973 ; Wf::i\T.ifE?J-IElJ) et 1-f.J":;JJSHP._W, 1979)... Il est 
également possible cl' induire le développement d'haploïdes par 
f)arthenogén0se in vitro (}-Œ::Rr-LSEN et VERl)ENIUS , 1973). 





TABLEAU 2 : CALLOGENESE ET CULTURE DE CAL CHEZ DIVERSES DIOSCOREAE ---------------------------------------------------------

1 

Exp lant I Milieu ~lormones dans I Hormones dan s !sucre+ corn- 1 Conditions I Fréquence I But de 1 1 
1 _Esp èces 1 1 l le milieu de I le milieu I posés orga- 1 1 de s 1 1 Références 1 
1 1 d'origine I minéral I collagenèse I d'entretien Iniqu es divers I culturales I repiquages I l'expérience 1 1 
1--------------l--------------l-------------- l--------------1--------------1--------------I----------------I--------------I---------------------I------------------ I 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
1 D. deltoidea I tubercules I MS modifié 1 2,4-D6mg/l 1 2,4-D lmg/1 1 Adenine 5mg/l l 27 ° 1 X !Détermination de la ICHATURVEDI et 1 
1 1 1 1 +AIA lmg/1 l+AIA à,25mg/l IMesoinositol 1 14 h de jour 1 !teneur en diosgénine ISRIVAS TAVA, 1976 1 
1 1 1 1 1 1 lg/1 1 1 Ides cals 1 1 
I 1 1 1 +Kin 0,5mg/l I+ Kin 0,25mg/llCW 15 % 1 1 1 1 1 
1 1 1 · 1 · 1 1 sac 30 g/1 1 1 1 1 1 
1 1- 1-------------- l--------------!--------------l--------------l----------------l--------------1---------------------1------------------ I 
1 1 1 Schenk 1 12,4-0 2mg/l 1 1 27° 1 1 ICHATURVEDI et 1 
1 1 1 Hildebrandt I X l+AIA 2mg/l I Sac 30 g /1 1 15 h de jour I X I idem ICHOWDHURY, - 1980 1 
1 1 1 modifié 1 ~Kin 0,5mg/l 1 1 1 1 1 1 
1 ! 1 1--------------!-------------=1--------------1----------------l--------------1---------------------1------------------1 

1 1 1 1 X 12,4-D 0,5mg/l i mesoinositol 1 27° 1 1 lcHOWDHURY et 1 
1 1 i I i AIA 2mg/l i 500 mg/1 1 15 h de jour i X i Idem i CHATURVEDI, 1980 i 
1 1 1 1 !Kin 0,5mg/l Isac 30 g 1 1 1 1 1 
1 1 l--------------l--------------t--------------1--------------1----------------I------- . ------l----------------------1------------------I 

1 1 MS I X 1 2,4-D lm9/l I X 1 27° 1 X I Effet de l'azote sur j j 
1 1 1 1 1 1 15 h de jour I l la différenciation l'.SINGH, 1978 1 
1 1 1 1 1 1 1 lu!t éri eureduCal 1 1 
1 -l--------------l-------------- l-------------- l--------------l----------------l--------------1--------------------- 1---- --------------I 
1 1 MS I X 12,4-D 2mgll I X 1 27° 1 X !Etude de la 1 1 
! 1 1 1 1 1 14 h de jour 1 !respir ation ISINGH, 1982 1 
l--------------l-------------- l--------------1--------------1--------------I----------------I--------------I---------------------I------------------I 
1 Plantules I RT 12 ,4 -D lmg/1 12,4- D lmg/1 1 Sac 30 g/1 1 Lum ière du 1 4 semaines l□étermin atio n de la IKAUL et STABA, 1968 1 
1 1 1 1 1 Mesoinositol I jour 1 !t eneur en diosgénine 1 1 
1 i i i i 59/1 i i i i 1 
1--- . ----------1--------------1--------------l--------------l--------------l----------------l--------7-----I---------------------I------------------I 
1 Rhizomes I MS ou RT 12,4-D lmg/1 1 2,4-D lmg/1 1 Sac 30 g/1 1 Obscurité ou 1 6 semaines !Etud e des conditions IABRO SHNIKO VA et al,I 
1 1 1 Kin 0,1 mg/1 1 ihydrolysat de I lumière diffuse! Ide culture des ca ls 1 1971 ~ 
1 1 1 1 lcaseine 1 1 1 1 1 
l--------------l---- _--------- l--------------l--------------l--------------l----------------l---- ----------l---------------------- 1- -----------------I 
1 X I RT I X 12,4-D lmg/1 !Ext r ait de 1 16 h de jour 1 3 semaines !Détermination de la !MAR SH ALL et STABA, 1 
1 1 1 1 1 levur e 1 1 1 teneur en diosgénine 1 1976 . 1 
1 1 1 1 1 sac : 30 g/1 1 1 1 1 1 
1 L_ _ J -l- ~-- _ J L 1 1- ! 1 

1-' 
w 



i 1 1 1 1 1 1 
1 Hormones dans I Hormones dans I Sucre + corn- 1 Conditions I Fréquence I But de I R'f' 

· 1 ' 1 1 1 I e erences Ile milieu de I le milieu poses orga- des 
Espèces Expiant Milieu 

1 1 d'origine I minéral I callogenèse I d'entretien Iniques divers I culturales I repiquages I l'expérience 1 1 
1 ----- --------l--------------1--------------1--------------I--------------I--------------I----------------I--------------I---------------------I------------------I 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
J D. deltoidea I X I MS I X I Kin O, lmg/1 J hydrolysat de! X 1 4 semaines I Etude de la mutage- 1 KARANOVA et al, 1 

1 1 1 1 2,4-D lmg/1 1 caseine 1 1 1 nè se 1 1979-- 1 
1 1 1 1 1 5o mg/ 1 1 1 1 1 1 
l--------------1--------------1--------------I--------------I--------------I----------------I--------------I - --------------------I------------------I 
J 1 1 1 1 1 28° culture 1 1 Production de I TAL et GOLDBERG , 1 
1 X I MS I X 1 2,4-D 0,lmg/11 X len fermenteur I X I diosgénine 1 1982 et 1983 1 

-------------l--------------l--------------l--------------l--------------l--------------l----------------l--------------1---------------------1------------------I 
D. composita I noeuds de 1 1 1 1 myoinositol 1 1 1 Etude des réactions !ORTEGA - PACHECO, 1 

1 plantules I MS 1 2,4-D lmg/1 1 2,4-D lmg/1 1 5 g/1 1 25° 1 X I en culture in vitro 1 1970 1 
1 1 1 1 1 sac 30 g/1 1 1 1 1 1 

-------------l--------------l--------------1--------------1--------------I--------------I----------------I--------------I---------------------I------------------I 

D. villos: 1 hypocotyle I MS 1 2,4-D 3mg/l 1 2,4-D lmg/1 1 Sac 30 g/1 1 X 1 4 semaines I Déterminati_on d'e _la !RENARD, 1984 1 

D. balean~cal I I I I I I I teneur en d1osgenine I I 
D.caucas1cal I 1 1 1 1 1 1 1 1 

------- --· ---i--------------1--------------1- -··· · --------i--------------i--------------i----------------i--------------,---------------------1-------- .---------1 
D. floribundal Tubercules etl RT 1 2,4-D Jmg/1 1 2,4-D 2mg/l I X 1 26 ° 1 6 semaines I détermination de la I AMINUDDIN et 1 

1 apex 1 1 1 1 1 1 1 teneur en diosgénine I CHOWDliURY, 1983 1 
1 1 1 . 1 1 1 1 1 des cals 1 1 
l--------------l--------------l--------------l--------------!--------------l----------------1--------------1---------------------!------------------I 
1 Plantules I RT 1 2,4-D 3m9/l 1 2,4-D 3m9/l I X I X 1 6-8 semaines I idem IKHANNA et al, 1977 I 
1 l--------------!--------------l--------------l---------- ----1----------------1--------------l---------------------!--------------I 

1 J I RT J 2,4-0 lmg/1 1 2,4-D 3mg/l I X I X I X I idem JKHANNA et al, 19801 
l--------------!--------------l--------------l--------------i--------------l--------------l----------------1--------------1---------------------I--------------I 
1 D. Sansiba- 1 Bulbilles I White 1 2,4-D 2mg/l 1 2,4-D 2mg/l I Sac 10 g/1 1 X I X I Culture de cal I RAO, 1969 1 
1 rensis 1 1 1 1 1 CW 10 % 1 1 1 1 1 
l--------------1--------------1--------------I--------------I--------------I--------------I----------------I--------------I--- ------------------I------------------I 
1 D. Tokoro I Plantules I Linsmeier 1 2,}5-D ( 10-

6
àl _6 1 1 1 1 Détermination de la 1 1 

1 1 1 et Skoog 1 10 M) 1 2,4-DlO M I X 1 25° 1 4 semaines I teneur en diosgénine ITDMITA et al, 1970 1 
1 1 1 !Kin (0-2) mg/li 1 1 1 1 des cals 1 -- 1 
l--------------l--------------l--------------l--------------l--------------l--------------l----------------l--------------1---------------------1------------------I 
1 D. zingibe- 1 hypocotyles I RT 1 2,t,-0:4m9/l 1 2,4-04mg/l I sac 30 g/1 1 24° 1 X I idem I Research 9roup of 1 

1 rensis 1 1 1 1 1 1 1 1 1 plant morphology 1 
1--------------1--------------1--- .----------I--------------I--------------I--------------I----------------I--------------I---------------------I-----J~l8 --------I 
1 D. alata I noeuds I MS I Kin 0, lmg/1 1 1 Glutamine 1 25-30° 1 !Etude des réactions IARNOLIN, 1980 1 
1 D. bulbifera 1 1 !ANA I mg/1 1 - 1200 m9/l 1 12 h de jour I X Ides noeuds en cul- 1 1 
1 D. trifida 1 1 12,4-D I mg/1 1 Isac 30 g/1 1 1 lture in-vitro 1 1 
l--------------l--------------l--------------l--------------l--------------l--------------l----------------l--------------1---------------------1------------------I 
1 D. alata, 1 tubercules I MS l 2,4-D 

6 
1 1 Sac 30 g/1 1 25? , 1 !Activité invertasique IKOUASSI et al, IB41 

1 D. esculenta 1 1 1(5-50)10- M 1 1 1 Obscurite I Ides tissus 1 -- 1 
1 D. rotundata 1 1 1 1 X 1 1 1 X 1 1 1 

1 1 ! . . 

X information non précisée dans l 1 article 

f-> 
~ 
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TABLEAU 3 NEOFORMATIONS OOTENUES SUR DIVERSES DIDSCOREAE 

i I Expiant i Hi lieu I Age et poids 

1 
• 1 Expiant I d'entretien Ides cals mis . . , • • 

Especes 
1 

.
1

. 1 H1heu d 1 organogenese I Resultats 
I I I du ca I sur 0 1 ieu I I I 
I I d'origine I ld 'o rganog énèse I I ! l'expérience I I 

But de 

Références 

,---------------,---------------r---------------,---------------,-------------------------,---------------,---------------,-------------------------, 
I D. deltoidea I hypocotyles I HS + 2,4-D I cal de 50 mg I I I I GREWAL et ATAL, 1976 I 
I I des graines enl l mg/1 I après le 6ème I RT + AIB 0,5 pp• I tiges après 2 I oultiplicationl I 
I I germination I I repiquage I t BAPC,S PP"" I oois I rapide I I 

1 ,---------------,---------------,---------------,-------------------------,---------------,----------~---,-------------------------, 
I I plantules I HS + ANA I cal ap r ès le I HS + KIII 1 •g/1 + 1 1 - 1 1 
I I issues de I (1-5 mg/!)+ I Sème repiquage! BAP (l-2 mg/!) I tiges après I . I HASCARENHAS, HENDRE, I 

I I graine I lai
0

t de coco I I HS + KIN (7 à 12 mg/!) +
1 

45 jours 1 1 NADGIR, GHUGALE, 1 
1 1 1 10 ;( 1 1 2,4-D O,Ol mg/! I I Etude des I 1 

1 i---------------,---------------1---------------,--------~----------------
1
--~------------, · variants I GLODBOLE, PRABHU, 

I ! 'tubercules" de I I I MS+ lait de coco 10 % I tiges après 4 1 j TAGANNATHAN, 1976 
I I plantules I X I X I I semaines I I I 
1 ,---------------,---------------,---------------,-------------------------,---------------,---------------,-------------------------1 
I I I MS+ 2,4-0 I cal.de 100."g I HS modifié+ 2,4-0 lembryogénèse. !étude de l'ef- I SIIIGH, 1978 I 
I I I 1 mg/! I apres le 7eme I 0,01 mg/!+ KIN !somatique apreslfet de l'azote I I 
I I I I repiquage I (6 à 12 og/1) 

1
20 jours I I I 

I I tubercules ,---------------,---------------,-------------------------,---------------,---------------,------------------------- 1 I I I HS + 2,4-D I cal après le I HS modifié + 2,4-0 
1
embryogénèse I étude de la I I 

1 1 1 2 mg/! 1 7ème repiquage! O,Ol mg/! + KIN 9mg/l !somatique I respiration I SINGH, 
1982 I 

1---------------,---------------1---------------,---------------,-------------------------,---------------,---------------,-------------------------, 
I O. composita I noeuds I RT + 2,4-0 I calsde 1 g . RT + ANA 0,5 mg/! + I tiges après I étude des I DATTA S.K., ~ ~- I 
1 1 I 2 mg/!+ I agés de l an l 8AP 1,5 mg/1 I 45 jours I variants I 1981 I 
1 1 1 KIN O' S og/1 1 1 1 1 1 1 
1---------------i---------------,---------------i---------------,-------------------------,---------------,---------------1-------------------------, 
I D. macrosta- I noeuds I I I MS+ lait de coco 10 % I tiges après I multiplicationj MAPES et URATA, 1970 I 
I chya I I X I X I + ANA 5 mg/! ou 2,4-D I 8 semaines I raoide I I 
1 1 1 1 1 

5 
mg/ 

1 
1 1 1 1 

1---------------l---------------l---------------l---------------1-------------------------I---------------I-- ---- --------1-------------------------1 
1 D floribundal ooeuds I HS + BAP 1 4- • 1 HS + ANA 4 mg/! + 8AP I tiges après I multiplicationl 1 
1 . 1 1 (2mg/l) + 2,4-0I eme repiquagel 2 mg/1 ou HS + 2,4-D 1 20 jours I rapide et I SENGUPTA ~ 1984 1 

1 1 1 6 mg/ 1 ou ANA 1 1 4 mg/! + BAP 2 mg/ 1 I I étude des I 1 
1 1 1 8 mg/! I 1 1 1 variants · 1 1 
1 l---------------1---------------1---------------1-------------------------1-T-------------1---------------1-------------------------1 
1 1 1 1 1 · I 1 1 L 
1 1 embryons I MS+ 2,4-0 4 1 après 6 1 HS + glutamine SOOmg/1 1 embryogénèse I oultipl i cationl AHHIRATO, 1982 1 
1 1 excisés I mg/! 1 semaines de I zeatine O, l um I somatique I rapide - étude! 1 
1 1 1 1 11 • J 1 • • 1 . I AHl!l RA T0, 1984 

1 co agenese et apres 4 a 6 des variants 

1 1 1 1 B semaines de 1 1 semaines I 1 1 
1 1 1 1 eu I ture en 1 1 1 . I · 1 
1 1 1 1 mi I i eu I i q u ide 1 1 1 1 1 
1 l---------------i---------------l---------------l-------------------------1---------------I---------------I-------------------------, 
1 1 feuilles 1 1 1 HS + ANA 0,1 mg/1 + BAP !tiges après 15 1 multiplicationl SINHA et CHATURVEDI, 
1 1 dressées I X I X 1 0,5 mg/1 + Ads 50 mg/1 Jjours I rapide 1 1979 1 
l---------------l---------------l---------------l---------------l-------------------------1---------------I---------------I-------------------------I 
1 O. alata I bulbilles 1 1 1 HS + KIN (10-14 mg/!)+ 1 tiges après 6 1 multiplication! ASOKAN,O'HAIR, LITZ, 1 
1 1 anthocyanées I X I X 1 2,4-0 (O,Ol et 0,02 lll]/1) 1 à 7 semaines I rapide 1 1983 1 
l---------------l---------------l---------------l---------------1-------------------------l---------------!---------------I-------------------------I 
1 O. alata 1 1 1 1 MS+ ANA (1~;

7 
à 1~~

5
H) 1 tiges (temps I activité enzy-1 KOUASSI, VASSEUR, 1 

1 D. rotundata I tubercules I X I X 1 + KIN (5 10 à 10 H) 1 non précisé) 1 matique des I FOURNET, DUBOIS, 1984 1 

1 D. esculenta 1 1 1 1 1 1 cals 1 1 
L_ 1 1 1 1 1 1 1 1 

X Information non précisée dans l 1 article 
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Les haploïdes ont contrihué à l'amélioration des plantes 
po1y-rloÏdes 

réduction du 
détenninisme 

les cultivars 
les différents 

- en simplifiant l'analyse génétique: la 
nombre des chrornoso1T',es facilite la compréhension du 
des caractères ; elle permet en outre, chez 
a}lof)Ol yt)loÏdes, c1 ' i?.tudier les relations entre 
geno1nes. 

- en simplifiant lù sélection par hybridation 
l'amélioration rles r,l antes polyploïdes par voie sexuée est longue 
et c:.ifficile à réaliser à cause de la conplexité génétique des 
cêrractères. Chez la por.ne de terre qui est tétraploÏcle, l e passage 
au niveau dihaploÏde permet une sélection plus rapide des 
caractères à. dêternünisme simple (1'-IENDIBURU et al., 1974 
HP.RMSEN et R21J.J\DA, 1981) . Le regrounement des gènes favorables sur 
un même individu neut être ri:_;alisé plus efficacernent avec .des 
effectifs nlus faibles e t 1;-ioins de r é trocroisements peur 
l 'élirünation de caractères indésirables (PERENNEC, 19i32). 
Cependant, l'Ünf>ortance des interactions au niveau tétraploïde 
dans 1 ' e},.r;_:>ression de caractères quantitatifs tels que le rendement 
ne peITTèet nas l eur sélection au niveau dihaploÏde (MENDOZA et 
I~-1\YNEf:, 197 4) • 

4.3.2 - L'utilisation de la variation somaclonale 

Divers t ypes de néoformations ont déjà été obtenues dans le 
genre Dioscorea (cf tableau 3) : 

- embryogenèse 
D. floribunda (N-IMIRA'I'O, 
(SHJGH, 1978) ; 

soIT1atique a partir des cals d'embryon sur 
1984) et de tubercules sur D. deltoidea 

néofonnations de tiges à nartir de cals de plantules 
issues de graines sur D. dcltoidea (GRD,fAL et AT'AL, 1976 et 
MASCAREl\THA.S et al. , 197 6) et de cals de noeuds sur D. macrostachya 
(MAPES et URATA~970) et sur Q:_ composita (DATI'A et al., 1981) 

- organogenèse rapide sur fragrnents de tubercules ou de 
bulbilles ayant subi une phase de callogenèse chez D. alata, 
o. rotundata et D. esculenta (KOUASSI et al., 1984 ; ASOKAi.~ et 
al., 1983). - - -

- organogenèse directe sans passage par cal sur feuille 
dressée de D. floribunda (SINHA et CHATURVEDI, 1979). 
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Aucune publication n'a, à notre connaissance, fait état de 
variations somaclonales dans le genre Dioscorea, même si des 
études dans ce sens ont été entreprises (MASCARENHAS et al., 1976 ; 
ARSENE, 1979 ; DATI'A et al., 198i). Ces études sont-peu nom
breuses ; aucun résultat(positif ou négatif) n'a été publié et 
certains travaux ( celui à' 2\RSEt"\JE par exemple) n'ont pas été 
poursuivis. Il est probable, ceoendant, que des recherches 
systématiques sur les néoformations obtenues à partir de cals 
puissent mettre en évidence des variations somaclonales. C'est 
dans cette Œ)tirme crue s'inscrit notre travail. 

4.3.2.l - Résultats et perspectives chez diverses espèces 

L P. s nl2n t-.cs néoforr:lf:es à oartir de cals peuvent pr,~senter 
diff,;rcr:ts tyrles de variation 

- 6cs variations qui ne sont r,as transmissibles par voie 
scxucr. ou crui disparaissent a:xès une ou deux générations de 
reproduction seXlll~e . Elles ~)Ourraient être causées par une 
rémanence des suhstances de croissnr1ce employées (CHA.LEFF et KEIL, 
1982). 

- des modifications chroriosomques : diverses anomalies 
neuvcnt être inr'luitr~s par l e pnssa.9c in vitro palyploÏdies, 
ancu?loÏdies, translocations, oélétions, mutations géniques 
(SUNDERLAND, 1977 ; D' AMATO, 1978). 

- des variations transmissibles mais de type non 
mencJ~lien ou variations ,;niqénia.ues ( SAN NOEUM et l\J:-ii,:JADI, 1982) ; 
SIBI, 1982). Elles pourraient être dues soit à des modifications 
de l'ADN extranucléaire, celui des mitochondries par exemple 
( GEl\lGENBACE et al. , 1977) ; soit à un changement de la situation 
cytonlasmiCJUe des cellules qui induirait des :nodifications dans l e 
fonctionnement du créno;ne (DLi-LZ\":liJY, 1976 ; SIDI, 1976). 

Chez de nombreuses espèces cultivées (maïs, canne a sucre, 
riz , porrme c1e terre, torr,ate •.• ) , on a recherché et obtenu des 
variants ;Jrésentant un int12rêt agronomique (SKIRVD-1, 1978 ; BRIGHT 
et al. , 1983 ; CPJ'J_,EFF, 1983 ; REISC!, 19B3 ; SCOWCROF'l' et al., 
198~ Les exemples les plus intéressants se rencontrent chez les 
plantes pol yploïdes à rnultiolication végétative : canne à sucre, 
00r,rne cle terre, Pélargoniurn (LA..'{KIN et SCOv·ICROFT, 1981). On peut 
esnérer qu'il en soit de men~ pour l'igname. Les caractères que 
l'on cherche à anéliorer chez l'ignarï1e et qui, chez d'autres 
esnèces, ont été modifiés anrès culture in vitro, sont les - . 
suivants : 

a) La résistance aux maladies 

Dans le criblage de la variation des plantes issues de cals, 
on observe ;1arfois une tolérance accrue à certains parasites par 
exemple résistance à la maladie de Fiji chez la canne à sucre 
(KRISI-INA;VJURTHI et TLASKAL, 1974). Dans l e cas oÙ le parasite agit 
par toxine microbienne, on neut orienter la variation en cultivant 
les cals sur des milieux c~ntenant une toxine microbienne isolée 
ou un filtrat de culture microbienne. On a ainsi obtenu panni les 
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:)lan ts rcqcint~res êl :_")a.rtir des cëtls, des ré sis tances a di verses 
rrialë1dies (JAIJB),:R'rIE (:èt al., 1 97r:3 ; E}~1-""\J~CiùîRD, 19B4), par exemple : 
des na.Ïs résistonts a TTeli~.inU-10s;)Oriun mayc1is (GENGE:NBACH et al., 
1977) , (les cannes à sucre resistantes a Helrninthosporiurn saëchari 
(r__,_,'\}UG~f et SCŒ·JCROFT, 19:::;3) , c1cs nornnes de te;rre resistantes a 
?}1ytophtorn infestans (BEHi·lKJ:: , 197'.J) ••• 

b) l'architecture de la plante 

Des :,~:x1if ications cle l'architecture des plëll1tes ont été 
olY;cn,:,cs Ci-Y:>7. la tonate, la laitu(~ (SH3I , 1981), la canne à sucre 
(Cl'.J\GVlV~lJIFFF , 1980 ; ,·✓AHOrJNOU, 1985), le Pélargonium (SKF{VIN et 
,TP-. .?n:CJ\, 1 97 6 )... et 1.°"n !:)nrticulier une masse foliaire nlus 
cor1:7actP. et nlus efficace a étéi: ohserv:~e sur des variëtnts de 
~:nrl'\CS (iC terre ( ~l-IE'P,i\PJ) et al., 19BO) • 

c) Qualité des tubercules 

()n a obt-2m1 c1es 
des tubercules de 
~t SB!.::PARD, 1981) 

variations portant sur différents caractères 
oœ1rne clG terre ( SH.i-:;;pi\iŒl et al. 19r30 SE:CO:r{ 

;,lus grande horio0én0ité en taille ou en fonne, 
qualité de l'é~üdcrr-.e, 
cor:roosition chir,Üque du tube rcule, 

- rendenent . 

4.3.2.2 - Application de cette méthode a l'igname 

Les variations somaclonales yxmrraien:. être ntilisées ;:x)ur 
nrr~liorer un caractère SJJ~cificiue dans un clone déjà sélectionné. 
(SJC::RVIN et ,JAJ'.;ICK, 197G ; E\11.".lJS et. al., 19134). Les variations 
intéressantes et stables ~ourra.ü~nt etre fixées par multiplication 
v,~qét.at ive ,'.)ern.,ettant. a insi l a cn~ation ,1 'une variabilité gui ne 
'.ïouleverse 7as comnlètement l e: a,;notvne et mli anporte une 

. ·' -

an;;lioration nonctuelle sur r.les variétés d'ignames satisfaisantes 
0ar ailleurs. 

()n D01.rrn.ü t r:iar exernnle rechercher une résistance a 
l'an.thracn~se chez l es clones sensibles èe D. alata. Le mécanisme 
de l'action de Colletotrichu.ël qlœosr,orioÏdes sur l'igname n'a pas 
ét~ étudié à. notre connaissance, mais on a isolé, chez 
Colletotrichlié,1 laqenariurr, (responsable de l'anthracnose des 
Cucurbi tacees) , des sul,stances toxiques à haut poids noL~culaire 
(AURIOL, corrunrnücation personnelle). 

On ;,ourrait également chercher a. restaurer l'aptitude a. la 
floraison. 

Des cycles successifs (1e callogenèse et rég,;nération 
entra.Înent un rajeunissement de la nlëmte et parfois une 
r,2gression vers des ,.iP.canisnes ancestraux ou sauvages. Un peut 
,lonc es0,~rer r1tteindr 2 tm seuil où r~êlP[.>2raitrait la fertiliti~ qui 
est un caractère sauvaqe Dlus ou moins r:>erélu 'îar les iqnames 
cultivi;es (DEïJ,J1LY, corn;11~mica'c.ion :ïersonnelle). -
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D'autre part, la viqueur semble le caractère déterminant dans 
la capacité de floraison . d'un clone (DffiRAS, 1982, 1984 ; AKORODA, 
1983a ; l\KORODA et al., 1984 ; SADII( et ~·JILSON, communications 
personnelles). Seules les plante s les plus vigoureuses peuvent 
atteindre le stade de floraison avant la fin du cycle végétatif 
(les ignames cultivées sont des plantes annuelles). L'obtention de 
variants présentant une vigueur accrue pourrait permettre de 
résoudre l e problème de l'a~sence de floraison de certains clones. 

Enfin, il serait peut-être possible de trouver dans le 
criblage des variations somaclonales, des plantes présentant: 

- des tu,',ercules plus uniformes e t moins fragiles ; 

- une masse véqé:t ale r éduite et plus efficace 
certaines esnèces rie Dioscorea SélUVages sont naines : par exemple 
D. r-;len;i.ant i;,es nui a un qros tubercule et é!es parties aériennes 
r eduit~s (BURKILl~, 1960) - , D. pyreneica etc... un caractère 
géné ti0ue de r 8duction des entrcnœuds existe probableruent dans le 
genre Dioscorea; 

- un port non lianescent. L'espèce malgache D. hexagona 
gui est naine présente certaines formes à port dressé-(BU'R.KILL, 
1960). Ce caractère existe donc dans le genre Dioscorea bien qu'il 
soit extrêmement rare. 

On pourrait également faire appel à la mutagénèse pour 
aug;r.enter les possibilités d'induction de variations. Le 
traitenent pourrait s'appliquer sur les vitroplants où sont 
prélevés les explants initiaux ou sur les cals. La mutagénèse 
présente l'avantage, chez les plantes multipliées végétativement, 
de ne changer que quelques caractères sans bouleverser tout le 
phénotype (BROF.RTJES, 1972). Il est possible de détecter certaines 
des mutations dans le matériel irradié lui-même et de faire une 
sélection rapide panni ces mutants (BROERTJES, 1969). Des 
expériences de mutagénèse sur suspension cellulaire ont été 
entreprises chez D. deltoidea (KZ\RA..î\JOVA et SHAMINA, 1978 
I<ARANOVA et al. , 1979) . Des souches cellulaires mutantes ont été 
obtenues mais les auteurs ne semblent pas s'être intéressés à la 
régénération de plantes à partir des cellules mutées. 

4.3.3 - La culture de protoelastes 

4.3.3.l - Résultats et perspectives chez diverses espèces 

La culture de protoplastes e t la régénération de tiges à 
partir des cals obtenus sont assez bien maîtrisées chez un certain 
~ombre d'espèces principalement parnri les Dicotylédones (BINDING 
et al., 1982 ; BHOc.T'i'JANI e t RAZDAN, 1983), par exemple : la porrme de 
terre (SHEPARD et 'I'O'ITEN, 1977 ; BINDING et al., 1978 ; BOKELMA.~ 
et ROEST, 1983) ; la tomate (MORGAN et COCKING, 1982), le tabac 
(TAKEBE et al., 1971; BELIARD et PELLETIER, 1978b) ; le colza 
THOMAS etal~l982) ..• 
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La culture de protoplastes offre de larges possibilités de 
création de variabilité génétique 

- la fusion permet d'obtenir des hybrides somatiques 
sans passer par la reproduction se:h'1-1ée. Des hybrides inter et 
intraspécifiques ont déjà été obtenus dans les genres Nicotiana, 
Solanum, Petunia, Datura, Daucus, Brassica ••• (WIDHOLM, 1982 ; 
PJ\RMS, 1983; SB.EPARD et al., 1983). ---

la régénération de plantes à partir de protoplastes 
sans nasser par la fusion est une autre source de variations 
sornacl~nales. · De telles variations ont été observées par exemple 
chez la pomme de terre (SECOR et SI-iEPARD, 1981; SHEPh'1D, 1982) ; 
le tabac, la laitue (LAPJGN et al., 1983), la luzerne (JOHNSON 
et al., 1984) etc... - -

- le nrotoplaste est un matériel privilégié pour diverses 
formes de manipulations génétiques : 

nour un traitement mutagène en partant du 
protoplaste, on est assuré de ne pas avoir de chimères parmi les 
mutants induits. 

pour l'introduction d'ADN étranger dans le 
génome : on peut soit fusionner un protoplaste de plante avec un 
sphéroplaste de bactérie introduisant ainsi un gène isolé et cloné 
dans le orotonlaste ( CCCIŒNG, 1983 ; HAIN et al., 1984) ; soit 
introduir~ directement des fragments d'ADN a l'aide d'une 
microserinCJUG dans le protoplaste (LAh'RENCE et DAVIES, 1985). 

4.3.3.2 - Application de cette méthode à l'igname 

Des protoplastes ont é t ,; isolés sur D. alata, o. trifida et 
D. cayenensis. Les publications ne font etat que-de quelques 
divisions apres l'obtention des protoplastes qui étaient issus de 
feuilles (BELL, 1982 ; MABA."JZA, 1984) de tubercules (ONYA et al., 
1984) ou de cotylédons (MOMONT, 1984). - --

Actuellement, les conditions de la culture in vitro des 
protoplastes d'igname n'ont pas encore été définies ___ Il faudra 
ensuite régénérer les tiges à partir des colonies tissulaires. 
Cette dernière étape semble très difficile à réussir chez de 
nombreuses espèces en particulier parmi les Monocotylédones 
(GUIDERIX)NI, 1984). La maîtrise de la callogenèse et de 
l'organogenèse à partir de différents organes d'ignames pourrait 
être un préalable à la régénération de protoplastes. En effet, un 
des facteurs déterminant dans l'évolution des protoplastes semble 
être le choix de l'eX:)lant initial; certaines cellules seraient 
plus "comœtentes" que d 'autres c'est-à-dire plus aptes à se 
diviser elles-mêmes e t à donner des protoplastes susceptibles de 
se multiplier de façon soutenue (POTRYKUS, 1979). Les explants gui 
produisent des cals à fort pouvoir de régénération, ainsi que ces 
cals, pourraient être un matériel de départ favorable à 
l'obtention de protoplastes présentant des aptitudes à la 
régénération de plantes (DALE, 1981; VASIL et VASIL, 1980). 
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FIGURE l LES VITROMETHODES DANS LA CREATION DE VARIABILITE GENETIQUE 
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Apres avoir obtenu la maîtrise de la culture et de la 
régénération de protoplastes, il restera à résoudre le problème 
techniquement complexe de la fusion de protoplastes de clones ou 
d'espèces différentes séparation des hybrides et des 
protoplastes parentaux non fusionnés (BELLIAi'"ID et PELLETIER, 
1978a) et régénération des protoplastes hybrides. 

La fusion de ?rotonlastes chez l'ignaine ouvrirait des 
persrectives nouvelles : elle permettrait de croiser entre eux 
tous les cultivars st6riles et d 'hvbrider deux clones mâles ou 
deux clones f e:nclles ; ceci augr:1e;terait considérablement l es 
potentialités d 'hybridation qui resteraient limitées par la 
di09cie r,1êrne si on réussissait à restaurer la fertilité chez les 
ignanes. 

5 - CONCLUSION 

L'étude c1e la callogenèse et de l'organogenèse dans le genre 
Dioscorea, que nous nous proposons de traiter, devrait donc 
pennettre d' é largir les possibilités d'investigation et d'action 
dans le cadre de l' an:iélioration génétique des ignames : 

- soit directement comme technique d'induction de 
variations somaclonales, 

- soit indirecte~ent par les applications qu'elle 
pourrait offrir, notamment comme matériel de base pour l'obtention 
de protoplastes aptes à régénérer des plantes. La figure l montre 
l'irnrortance de la maîtrise des étapes callogenèse et organogenèse 
dans toutes les vitrométhodes qui ont pour but la création de 
variabilité. 
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ŒAPITRE 2: MATERIEL ET METHODES 



TABLEAU 4 QUELQUES CARACTERISTIQUES DES CULTIVARS UTILISES DANS CETTE ETUDE 

ESPECES I CULTIVARS 

Brazo Fuerte 

D. alata 

Florido 

Moengo V 

D. tri fida 

PIGMENTATIONS I SEXES 

légèrement 
anthocyanée 

non anthocyanée 

fortement 
anthocyanée 

Clone mâle 

clone mâle 

clone femelle 

RESISTANCES AUX MALADIES 

Anthracnose Viroses 

résistant résistant 

sensible résistant 

résistant sensible 

INRA 5-20 : non anthocyanée : clone mâle : résistant : très sensible 

RENDEMENTS 

bon 

moyen 

moyen 

QUALITES 

ORGANOLEPTIQBES 

moyennes 

bonnes 

bonnes 

moyen i bonnes 

N 
.r.:,. 



- 2S -

1 - LE MATERIEL VffiETAL 

Den.'< es17èces d' ignélll'\es ont ,;té étudiées : Dioscorea trifida 
nrovenant de la station IN}"V\ de Guadeloupe et D. alata dont les 
tubercules ont t;b~ fournis par la station IDESSAIRA'r de P..ouaké en 
Côte d'Ivoire. Les deux cultivars de D. 2lata retenus ont été 
sélectionnés à la station de ,' \ayaguez aPorto Rico puis introduit 
en Afrique. 

Les caractéristim1es des 4 vari~tés e rrrùoyées sont 
rientionnP.cs dans le tableau 4. Elles ont É:t<; trouvées dans les 
travaux de VANDI':'"vT.NNE (1977. ; 1973 a, 1974) ; J'•·lP..!~TIN et 
al.,(1975) RODRIGrn::: i (1975, J977, 1979, 198 3) et orr;Rl';S (1980). 
Les tn':)E~rcules <'!es diff,?rents clones ont ·2t0 nlant.~s au mois de 
nars C::an~3 une serre chaudP. (01J lo tr..;r,pé ra.ture reste supérieure a 
20° C) au CIRl'J; de f-:ontrx~llier. !.fin ~1e limiter le développer,,ent 
d2 1'10.ladie:; c0,r.1toqr.1.i'":t.ique ~; sur les lianes en cours de croissance, 
les rilantes ont ,2t2 traitées une fois oar semaine avec un 
foncricine (Penlatc ou Bc1vleton). Des noeuds prélev,3s sur ces 
lia~9s, ont ,:;té c1E~sinfect;2s et :ris en culture · in vitro. Ainsi 
constituée, cette.: collection in vitro a servide matericl de 
cl~nart pour l 'ensenble rle nos exœriences. Nous avons r:-;qalernent 
utilisé des graines de D. trifida issues ci'un croisement frère
sœur entre c1eux hybric".es nrovenant du croisement INRA 25 
( fer1e lle) par INHA 5-2 0 ( rr,Âle) . 

Les 4 cultivars utilisés ,1ans cette étude ont ~~té choisis au 
hasar.c:'i e t non pour leur aptitude à la culture in vitro. Les 
cultivars Brazo Fuerte et Voenqo V se trouvaient dejà en 
collection c1ëms le lnborotoire. Le cv Floriclo a été éqalf2rnent 
étudié f)arce qu'il donne de très nonnes nerfornances èn côte 
cî'Ivoire et que sa culture est en extension en Afrique. Le cv INRA 
5-20 r,rovient d'une descendance de croisement entre 2 variétés 
locales ; il a 2b2 retE-~nu car il a. de bonnes aptitudes 
;'.)()tentielles malgré sa très grande sensibilité aux virus. 

2 - LES MILIEUX DE CULTURE 

Le milieu nutritif de base est composé cl' éléments 
ne vitill'1ines et de saccharose en solution dans de l'eau 
sur des filtres de résines échangeuses d'ions. Il est 
nar de la gt;lose. Certains rnilieux contiennent en 
substances de croissance et divers comnosés organiques. 

2 .1. - Les éléments minéraux 

. -miner au,'<, 
dés ionisée 
solidifié 

outre des 

On distinaue c1eux grouoc~s d'éléments minéraux selon leur 
concentration dens le milieu: 



TABLEAU 5 COMPOSITION DES SOLUTIONS MINERALES DE MACROELEMENTS 

1 N 30 K (MARGARA, 1978) 1 ( MURASHIGE et SKOOG(1962) !Milieu proposé par SINGH (1978)! 

Solutions salines l-------------------------------1-------------------------------!-------------------------------I 
1 mg/1 1 mM I mg/1 1 mM I mg/1 1 mM ! 

-----------------------------1---------------I---------------I---------------I---------------I---------------I---------------I 

Nitrate de calcium 
Ca ( N0

3
) 
2

, 4H
2
0 

Nitrate de potassium 
K N0

3 

Nitrate d'ammonium 
NH 4 N0

3 

Sulfate de magnesium 
Mg so

4 
, 7H

2
o 

Phosphate monopotassique 
KH PO 

2 4 

Chlorure de calcium 
Ca Cl

2 
, 2H

2
o 

Chlorure de potassium 

KCl 

590 2,5 

1313 13 

480 6 

246 

136 

74,5 

1900 18,80 

1650 20,60 1429 18 

370 1,50 370 1,50 

170 1,25 170 1,25 

440 3,00 440 3,00 

N 
O') 
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TABLEAU 6 COMPOSITION DES SOLUTIONS MINERALES DE MICROELEMENTS 

RT 
MURASHIGE ET SK00G j KAUL ET STABA 

MICR0ELEMENTS 1 ( 1962 ) 1 ( 1968) 1 
1 l-------------------------1-------------------------I 
1 1 mM I m9/l I mH I mg/1 1 
1------------------------------------- ~-----------~------------ , ____________ 1 ----------- 1 
1 1 1 1 1 1 

Acide borique · 1 100 1 6,2 1 100 1 6,2 1 
H 3

803 1 1 1 1 1 
' ' ' 1 1 

Sulfate de manganèse 
Mn so

4 
, 4 H

2
o 

Sulfate de zinc 
Zn S0 

4 
, 7 H 

2
o 

Iodure de potassium 
KI 

Molybdate de sodium 
Na , Mo o

4 
, 2Hi° 

Sulfate de cuivre 
Cu S0

4 
, 5 H 

2
o 

Chlorure de cobalt 
Co Cl

2 
, 6 H

2
0 

Acide éthyléné 
Na

2 
- EDTA 

Diamine tétracétique 
Sulfate de fer 
Fe so

4 
7 H

2
0 

100 22,3 

30 8,6 

5,0 0,83 

1, 0 1 o. 25 
1 
1 

0,1 1 0,025 
1 
1 

o. 1 1 0,025 
1 
1 

0,2 1 37,3 
( Na) j 

1 
1 

o. 1 1 27. 8 
(Fe)I 

1 

1 1 
76,8 1 16,9 1 

1 1 
1 1 

37,8 1 10,6 1 

1 1 
1 1 

5,0 1 0,85 1 

1 1 
1 

1,0 0,25 

0, 1 0,025 

o, 1 0,025 

0,2 37,3 
( Na) 

o. 1 27,8 
(Fe) 

TABLEAU 7 COMPOSITION DE LA SOLUTION VITAMINEE DE MOREL (1948) 

Vitamines I mg/1 1 mM 1 

-----------------------------~ -----------------------------~----------------------------- 1 

Panthoténate de calcium i 1,0 2,1 i 
Myo inositol i 100,0 550,0 i 
Acide nicotinique i 1,0 8,0 i 
Thiamine dichlorure 1 1,0 3,0 1 

Chlorydrate de Pyridoxol 1 1,0 5,0 i 
i Biotine 1 0,01 0,04 1 

1 ____ l __ _ 1 



MACROELEMENTS 

MICROELEMENTS 

Fer EDTA 

VITAMINES 

SACCHAROSE m9/l 

AGAR g/1 

AUXINES mg/1 

CYTOKININES mg/1 

TABLEAU 8 LES PRINCIPAUX MILIEUX EMPLOYES DANS CETTE ETUDE 

MILIEU ! 1 

I D'ENTRETIEN j DE BASE I MILIEUX DE REGENERATION 1 

i-----------------l-----------------l-----------------l----------------1------------------------- ------ _ 1 

MILIEU DE 
MI CROBOUTURAGE 

MILIEU DE 
CALLOGENESE 

MI LI EU 

! M5D I MC I ME I MB I MR I S30 ! 

l MURASHIGEE T SKOOG. 1'952 1 ·~ 

(saccharose ou 
sucre du com
merce) 50 

Labosi 6,0 

30 

Difco Bacto 
6,5 

2,4 - D 5,0 

Kin 1,0 

MURASHIGE ET SKOOG, 1962 

MURASHIGE ET SKOOG, 1962 

MOREL, 1948 

30 

Difco Bacto 
6,5 

2,4-0 2,0 

Kin 0,5 

Difco Bacto 
6,5 

SINGH, 1978 

30 30 

Difco Bacto 6,5 Difco Bacto 6,5 

AIB 0, 5 AIB 0, 5 

BAP 2,0 BAP 2,0 

1\) 
CO 



- 29 -

2.1.l. - Les macroéléments dont la teneur est 
superieure a une In1.ll1m0le. 

Nous avons utilisé la solution des macroél2 .. ments de MURASHIGE 
et s1zoo:; ( 1962) Elise au ;,oint nour la culture de cals de mœlle de 
tabac. Dans certaines e~::iériences, nous utilisons des 
modificat ions c1e ce roulieu en ;-:iarticulier, celle proposée par 
SJ1\~c:;;r ( 1978) (_[1Je nom, avons enr,loy~ dans notre milieu S30. Les 
autres noc~ifications seront précisées dans le texte ;::iar la suite. 
;-,:ous av0ns ,(cralenent utilis,2 le r:u lieu H30T< de I1ARGAl'v;, ( 197B) • La 
cor,,nosition rie cr:s c-liff,~rents r:ulicux est donnée dans le tableau 5. 

2.1.2. - Les microéléments dont la teneur est 
inferieure a une In1.ll1m0le 

·Nous avons utilisé les rnicroéléments de MURASHIGE et SKcxx; 
(1962). Le milieu R'T de IQ\UJ.., et S'I'ABli (1963) est souvent cité dans 
la littérature sur l es Dioscoréacées (cf tableau 2). Ce r'1ilieu 
contient la solution des macroelements de MURASIUGE et SI<cxx; et 
une solution de ,:ücro.;,lérne nts très peu différente rie celle de 
r-IURASi:-rIGE et SI~cx:x_; ( cf tal:>leau 6) • 

Le fer est apporté sous forme cl ' un chélate afin d'en assurer 
une meilleure assimilation. Le chélate est une combinaison du sel 
disodir".ue de l'acide éthylène rlianine t6.tracétique Na2 - ED'I'A à la 
concentration de 37,3 mq/1 avec l e sulfate ferrique, Fe S04, 7 H20 
à la concentrntion ne 27,8 g/1. 

2.2. - Les CŒ1J?9S~s _orqaniques 

i\ious avons utilisé la solution des vitamines de MOREL (1948) 
dont lë1. composition est donnée dans le taJ:üea.u 7. Certains milieux 
contiennent en outre de la slut&:tine ou de l'adAnine. 

La source de carbone employée est le sacché=trose ( et souvent 
le sucre de canne blanc du commerce pour l'entretien des 
vitroplants). 

La liste des substances de croissances, auxines 
cytokinines CJUi ont ét0- testées dans nos expériences figure 
la table des abréviations. 

et 
dans 

Les !11.ilieux sont solidifiés par de l'agar Difco-Bacto (6,5 
g/1) pour les exr.x~riences de callogenèse et d'organogenèse et de 
l'agar Lahosi (6 g/1) pour l'entretien des vitroplants. 

2 . 3 . - Remarq1.1_e 

Les milieux les plus frérruemment emDloyés figurent dans le 
tal)leau 8 . Les autres seront mentionnés dans le texte. Le pH de 
ces milieux est ajusté à 5,6 avec HCl, KOH ou Na OH avant 
l'adjonction d 'agar. Les milieu,x sont e nsuite autoclavés 20 
minutes à 110° C. 
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FIGURE 2 DIVERS TYPES D'EXPLANTS PRELEVES 

Fl 

Nl 

El 

F2 

N2 

E2 

1'1(/~ 1 
B 

R 

Légende 

Fl : feuille terminale 
F2: feuille subterminale 
F3, F4: feuilles de rang 3 et 4 
Nl : noeud terminal 
N2: noeud subterminal 
N3, N4: noeuds de rang 3 et 4 
El : entrenoeud terminal 
E2, E3, E4: entrenoeuds de rang 2, 

3 et 4 
B bulbille 
R racines adventives 
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3 - TECHNIQUES ET CONDITIONS DE CULTURE 

3.1. - Désinfection et multip].ication du matériel_végétal 

Les tiges, prélevées sur des plantes en serre sont 
débarrassées de leurs feuilles et fractionnées en boutures de 3 cm 
environ. Les boutures comrortent un fragment de tige avec un . ou 
deux bourgeons axillaires. Les explants sont d'abord soumis à un 
lavage à l'eau éldditionnée de quelques gouttes d'un agent 
mouillant (teepol) puis rincées 3 fois à l'eau. Ils sont ensuite 
irnrnergés dans l'alcool à 70° durant 3 minutes, puis dans une 
solution contenant 8 % d'hypochlorite de calcium de 200 à 220 
degrés chlorométriques et 70 % de chlore actif durant 20 minutes. 
Après 3 rinçages à l'eau stérile, ils sont mis en culture sur le 
ru.lieu MSSO. (cf tableau 8). On obtient ainsi environ 90 % de 
boutures exemntes d'infections. La mise en culture des explants 
et les repiquages successifs s'effectuent en conditions aseptiques 
sous une hotte à flux laminaire. 

Nous avons également désinfecté des tubercules et des graines 
au cours de notre travail. Le processus de désinfection est le 
1:1ême mais le ?assage dans l'hypochlorite doit être prolongé (30 
ninutes et non 20). 

Il est préférable de débarrasser la graine de l'aile 
rne..'Tlbraneuse qui l'entoure avant la désinfection. Les graines 
désinfectées sont ensuite mises en germination en tube sur un pont 
de papier filtre tre1n,_nant dans une solution composée des macro et 
des microéléITEnts de MURASIUGE et SKCXG diluée de moitié et de Fer 
- EDTA à la concentration de 0,1 mM de fer. 

3.2. - Callogenèse et culture de cal 

Tous les organes disponibles à partir d'un vitroplant ont été 
étudiés (cf figure 2). La feuille ternùnale a été appelée Fl et 
tous les explants prélevés au niveau terminal portent le numéro 1. 
Les explants subterrn.inaux portent le nurœro 2 et les explants de 
la base portent des numéros variables en fonction du nombre de 
noeuds existant sur le vitroplant. 

Les exµlants que nous avons le plus utilisés pour notre étude 
sont les fragments de feuilles terminales contenant un pulvinus 
(cf photo 1). 

Les explants sont ?lacés horizontalement (sauf 
contraire) sur un milieu de callogenèse. Après 30 
Dioscorea alata et 50 jours pour D. trifida, les cals 
repiques avec ce qui reste de Î'explant initial sur 
d'entretien ou d'organogenèse. Nous avons suivi 
stratégies au cours de nos expériences (cf figure 4). 

indication 
jours pour 
formés sont 

un milieu 
plusieurs 
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PHOTO 1 feuille de D. alata cv Brazo Fuerte in vitro 

Les feuilles sont entières avec un limbe cordé (D. alata) ou 
lobé (D. trifida) et un long pétiole. Le pétiole présente un 
pulvinusà chaque extrémité. Les pulvini sont des renflements moteurs 

qui permettent à la feuille de s'orienter. Les mouvements 
s'effectuent rar des expansions ou des contractions localisées de 
la région corticale, dus à des changements de turgescence des 
cellules (STEWARD, 1969) 



VITROPLANT 

r Explant initial 

MISE EN CULTURE 

! 
l &:::::f4 J Explant initial+ cal 

! 
RÎIQUAGE 

,~, Explant initial+ cal-------

! 
REPIQUAGE 

! 
t• j cal isolé ----------►• Mise sur milieu organogène 

FIGURE 4 DIFFERENTES STRATEGIES UTILISEES DANS CETTE ETUDE 

Lù 
w 
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PHOTO l Les 4 classes de cals chez D. ·alata 

PHOTO 4 cal blanc de classe l 

Des explants Pl de D. alata cv Brazo Fuerte ont été placés sur le 
milieu de callogenèse M.C. Après 28 jours on observe l'intensité de -
la callogenèse. 
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3.3. - Les conditions de culture 

3.3.1. - Récipients 

La callogcnèse et l'organogenèse sont réalisées dans des 
petite s boîtes de Pétri en polystyrène cristal de SS mm de 
di2 .. mètre, scellées par du film plastique adhésif Scel-o-frais. 

Les vitroplants qui fournissent le mat2riel de base pour les 
expériences sont cultivés dans des tubes en pyrex de 25 mm de 
cliarnètre et 195 rnm de hauteur contenant 20 ml de milieu M 50, 
recouverts d'un canuchon de nolvcarbonate et scellés avec du Scel-

·- • J f . o-__ rais. 

3.3.2. - Eclairement 

L'initiation et la croissance des cals se font à l'obscurité. 
L'organogenèse est réalisée à la lumière pour éviter l'étiolement 
des nousses néoformées. La lumière est fournie par des tubes néons 
GRO LUX ES 36 W de marque Sylvania. La photopériode est de 12 
heures et l'intensité lumineuse d'environ 20 µE m-2 s-1. 

3.3.3. Température 

La callogenèse et l'organogenèse ont lieu dans une salle de 
culture dont la temp-~rature est de 27° C + 2° c. Les vitroplants 
en collection sont placés à une température légèrement plus basse 
25° + 2° C. 

4 - NOTATIONS ET MESURES 

4.1. - L'initiation des cals 

L'intensité d'initiation des cals est 
pourcentage d'explants ayant initié au moins un 
de culture. 

mesurée par le 
cal visible en fin 

L'évaluation de la callogenèse se 
alata et 50 jours chez D. trifida. 
notation en 4 classes: 

fait après 30 jours chez D. 
Nous avons procédé à une 

0 : absence de réponse 

1: phénomène de très faible intensité. Par exemple des cals 
blancs d'environ l mm d'épaisseur et constitués de 
quelques cellules se forment sur les blessures de 
certains explants. Ces cals ne grossissent pas même 
après plusieurs mois sur le même milieu (cf photos 3 
et 4). 

2 callogenèse moyenne. 

3 : callogenèse intense. 
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Régenération de plusieurs tiges à partir d'un cal de O. alata 
cv Florido. 

Des cals issus de framents de feuilles ont été placés sur le milieu 
d'organogenèse MS+ ANA 1 mg/1. Après deux mois, plusieurs néoformations 
apparaissent sur ces cals. 
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Le pourcentage de callogenèse que nous mesurons dans nos 
expériences correspond aux cals des classes 2 et 3. 

Nous 
cals c1e 
établies 

avons fait une expérience de mesure du poids frais des 
D. alata cv Bra.zo Fuerte p0ur relier ces 4 classes 

subjectivement à un critère ~esurable. 

Des fragments de feuille P2 ont été gardés 2 mois sur le 
rrtilieu .:--m + sac 30 g/1 + 2, 4-D 3mg/l + Kin O, 5 mg/1. Les classes 
ont été établies après 30 jours de callogcnèse et 25 explants de 
chaque classe ont été suivis. Les résultats du tableau 9 montrent 
que -les poids des cals des classes O et 1 augmentent très peu (2 à 
4 fois en 2 mois), tandis qùe ceux des classes 2 et 3 augmentent 
considérablement (20 à 80 fois en 2 nais). 

4.2. - L'entretien des cals 

L'augmentation relative de matière fraîche est calculée par 
l e rapport 

~ P Poids final - poids initial 

P poids initial 

4.3. - L'organogenèse 

Le pourcentage de néoformations qui e~t évalué dans nos 
expériences correspond au nombre de cals ayant donné au moins une 
tige ou une racine. Les tiges néoformées sont ensuite coupées et 
transplantées en tube sur le milieu de rnicrobouturage M50 où elles 
se développent et s'enracinent. Les cals qui ont commencé à former 
une tige continuent à en produire d'autres qui sortent à divers 
endroits dans la masse du cal (cf photo 5). Si on enlève ces 
tiges au fur et à mesure qu'elles se fonnent, le cal continue à en 
produire de nouvelles pendant plusieurs mois. 

5 - TECHNIQUES CY'IDLŒIQUES 

Pour la fixation, les cals et les fragments de feuille sont 
mis à tremper dans le Navashine pendant 24 heures au moins. La 
déshydratation est effectuée par trempage dans des bains 
successifs d'alcool. Les coupes sériées de 10mm d'épaisseur sont 
réalisées au microtome. Elles sont ensuite colorées à 
l'hématoxyline de Régaud après mordançage à l'alun de fer (cf 
annexe 1). 



TABLEAU 9 EVOLUTION DU POIDS FRAIS DE L'ENSEMBLE cal+ explant initial EN FONCTION 

DES DIFFERENTES CLASSES DE cals 

Les explants initiaux sont des pétioles Pl de D. alata cv Brazo Fuerte 

-------- Poids moyen en l!llg I Poids moyen de I Poids moyen de I Poids moyen de I Poids après 2 mois : 1 
Augmentation de 

~ 
1 ! 11 ensemble cal + explant l 1 1 ensemble cal + ex plant I p . d . . t· l/ . d f" 11 

Cl 1 1 1 · · · 1 1 , • 1 , · . I 01 s 1n1 1a po1 s 1na I asses I exp ant 1n1 t1a apres 1 mois apres 2 mois 

-------------------------------~-------------------------1------------------------- -------------------------1-------------------------I 
1 1 1 1 

Classe O 1 7 •8 1 14,2 15,1 1 x 2,2 1 

(an-1l 1 (1,6) 1 l 2,8) (3,o)I 1 
------------------------------1------------ ·---- . -----1------------------------- -------------------------1-------------------------

I 1 1 
Classe 1 1 7,4 1 25,6 32,7 1 x 4,4 

(an-1) 1 (1,6) 1 (9,0) (13, 7~ 
-------------------------------1-------------------------I------------------------- -------------------------r-------------------------

1 1 1 
Classe 2 1 7,9 1 73,9 150,8 1 x 19,1 

(an-1) I _ (1,8) 1 (11,5) (56,6)1 
-------------------------------l-------------------------l-------------------------l-------------------------1-------------------------

Classe 3 
I 1 1 1 
1 7,2 1 168,9 1 547,0 1 X 76,0 

1 1 1 l 
1 _ ( ~, 2_l _1 ( 48, 4) L __ _ _ _ _ ~ 19_8, 2 ~ 

(a ) 
n-1 

Leur poids de matière fraîche a été mesuré après un passage de 30 et 60 jours sur le milieu MB + sac 30 g/1 + 2,4-0 3mg/l 

+ kin 0,5 mg/1. Les chiffres figurant dans le tableau correspondent à la moyenne de 25 explants par classe. 

w 
-.J 
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6 - METHODES DE TRAITEMENT DES DONNEES 

Pour optLrniser une réponse dépendant de un ou plusieurs 
facteurs, deux méthodes peuvent être emnloyées : 

relation 
domaine 
dorr:aine ; 

- si l'on ne sait rien a priori sur le 
liant la réponse aux variahles explicatives 

CX))t2rir:1<~ntal donné , on peut test-_er r,oint ;.)ar 

- s i l'on su;,:,ose que la relation liant 
ëlux variables explic2tives peut être représentée par 
f'lathématique, on neut utiliser des plans e).rpérit,entaux. 

6.1. - Dispositifs expérirnentaux_planifiés 

type 
dans 

point 

de 
un 
ce 

la réponse 
un modèle 

nans notre travail nous avons utilisP- la méthodologie de BOX 
et i;,nLSON (1951) qui cor.mrend deux ,;tapes : 

- un plan factoriel à 2 niveaux 
- un plan centré composé. 

Cette méthode a etG utilisée avec succès pour l'amélioration 
de "1ilietLX assurant la croissance de microorganismes (SANGLIER, 
1977) de vitrorùants de canne à sucre (SAlNAIRE, 1980) et 
éga l,2ment la. caÜogenèse, l'entretien des cals et l 'organogenèse 
chez . la canne? à sucre {r-,AUVAIRE et r;21LZY , 1980) et la féverole 
( BELO'r, 1983) • 

Bien 0u'il soit théoriquement oossible d'étudier un grand 
norù)re de facteurs simultanément, les utilisations courantes des 
nlans cent.rés compos,;,s se limitent à. 3 facteurs. 

6.1.1. - Les _elans factoriels à deux niveaux 

Ces plans permettent de sélectionner les variables 
expér~~entales influençant la réponse étudiée et d'obtenir les 
effets des différents facteurs et leurs interactions. Un tel nlan 
est présenté aux tableaux 28 et 29 p. 80. Les variables ~ont 
étudiées à 2 niveaux codés (-1) et (+l) pour les variables 
qualitatives, avec en plus des ténoins ou points centraux, codés 
(0) pour les variables quantitatives. 

6.1.2. - Les plans centrés~orneosés 

Les K variables 
sélectionnées à l'issue 
expérimentées à 5 niveaux 
plan contient 

quantitatives les plus influentes 
du plan factoriel à 2 niveaux sont 

codés ( - a ) , ( - l) , ( 0 ) , ( l) et ( + a ) • Ce 

un plan factoriel à 2 niveaux, codés (-1) et (+l), 
- 2 K points axiaux codés (-a) et (+a), 
- n points centraux, codés (0). 



y 
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Les valeurs des niveaux codés et du nombre n 
élu point central sont choisies en fonction du 
f acte11rs étudiés de fac;on à ce que le plan centré 
rotatif et le plus orthogonal possible. 

de rép,:;ti tions 
nombre 1( des 
conposé soit 

Un nlnn centrci'! cor:1oosé est Dri~senb2 aLLx tableaux 25, 26 et 
27 , :,aqe 74. Dans ce nl2.n, on suppose a priori que le modèle 
n:athè:~!"'l.aticr.1e de la reL,.tio;1 liant la rP.DOnse au;.:: variaoles expli
c.=iti ves est "111 t y,x) 

n n-1 n 

bo + 

n 

E 

i=l 
bi Xi + E bii 

, 2 
X1 + E E bij Xi Xj + i=; 

i=l i=l j =i+ 1 

hO re0résente la réronse 
un teIT'\e quadratique, 
l'écart au moctèle. 

moyenne, hi l'effet principal de Xi , bii, 
bij l'interaction entre Xi et Xj et 

L' aoérruation du rT!odèle quaéJratique atLx résultats 
eX0~~ri1;-ientaux est testée nar un ranport F entre le carré moven de 
1 'inadécn.wtion au modèle et 1~ carré moven de l ' ~rreur 
ex:perim~ntale , au seuil P = 5 % ou P = 1 % • ,_ 

La renrésentation graphique du phénomène étudié 
sous forme de courbes d 'isoré;,onses en coordonnées 
figure 12) ou en courhe d 'influence individuelle d'un 
autres facteurs (;tant fixés à un niveau constant 
central ou 1 'optin11JFt (cf figure 11 n. 76). 

6.1.3. - Critigu_e de cette méthode 

est donnée 
Xi Xj (cf 

facteur, les 
le point 

Cette réthode permet d'étudier plusïeurs facteurs à la fois 
en limitant le nombre des coJTu'Jinaisons à tester par rapport à un 
nlan fëtctoriel complet. Elle présente cepenc:"iant des - inconvé
nients : 

- le modèl e quadratic1ue sin1,ole proposé n'est J?as 
toujours acceptable pour repr&senter le phénœ1ène étudié. Lors de 
notre ,;tude sur 1 'ootir.ùsation des milieux de callogenèse de 
pétioles de D. trifida, le r.iodèle quadratique s'est révélé 
inadéquat (cf page7IT')': 

- le 111odèl e calcul<~ n'est valable que dans l'espace 
étudié. Si l'ootir'lun se situe hors des limites du domaine 
exnérirnental, il n'est nas ?Ossi ble d 'extrapoler les résultats 
ohtenus. 

- cette méthode 
confiance uutour d.e 1 ' optimur;-i. 
éieux courbes c1 ' isoréponses 
différentes ou nas . 

ne donne 8as d'intervalle de 
Elle ne permet pas de savoir si 

voisines sont significativement 
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6.2. - Test du domaine expérimental points par points 

Nous avons utilisé cette méthode plus longue mais plus sûre, 
dans cte nonhreux cas . :'Jous avons alors em1,loyé des analyses de 
variance 2 c3cux fë,cte urs (DAGl\;ELIE, 1969, 1970), des tests de 
co::-rr,araison c'1c fr.;quences (I-IELLER, 1960 ) et des tests X (SNEDECOR 
~t CCY:::J-C;}\~.1 , 1957) nom: l' interon; tation statistinue de nos 
r~sultats . 

Dans ces cx~x-,ricnccs nous avons r2n.lis1; ( sauf indications 
contraires de no-tre part) deux rén-2titions de 25 explants par 
traib~ï;1ent et les résultats alors nortés dans les tableaux ou sur 
les courbes corr esnondent à la inoy~nne èes deux r0f}étitions. 

6.3. - Transformation de variables 

Afin d 'unifonniser les variances dans certains cas, nous 
r1vons nroct~c1é à la transfontlation : 

v = 100 Arcsin V-X où x est une pronortion. 





- 41 -

ŒAPITRE 3 : CHOIX DE L'EXPLANT INITIAL 



TABLEAU 10 Régénérations obtenues sur diverses monocotylédones 

i • PLANTE i EXPLANT INITIAL i HIL!EU DE CALLOG[ll[S[ i MILIEU D'ORGANOGENESE i REFERENCE i 
l--------------------------l-------------------------1------------ -------------I------------------------------I-----------------------------
I Cocos nucifera I embryons I HS + sac 10 g/1 + . 1 1 GUPIA et al., 1984 
1 1 1 ANA (0,05 à ~11M) + 2,4-DI ID[H 1 --
1 1 l(2à22pH)+OAP(0,4àl 1 
1 1 1 4 µfi) 1 1 
1 1 -------------· -----------1------------------------- !------------------------------1 
i i jeunes feuilles i X . i X I PANNETIER et BUFFARD HOREL, 

1 1 1 1 1 198 ;i, 
l--------------------------1-------------------------I-------------------------I------------------------------ I 
1 Elaeis guineensis I jeunes feuilles I X I X I Ali[[ et al., 1981 
l--------------------------1-----------------· -------I-------- - ----------------I--- ~-------------------------1-------------
1 Husa sp AOO I apex de tige I HS + sac 20 g/1 + 2,45-TI HS + sac 40 g/1 + OAP 5 mg/1 i (RONAUER et KRIKORIAN, 1983 
i i 1 1 mg/ 1 + BAP 1 mg/ 1 i 1 
l--------------------------1-------------------------I-------------------------I------------- -----------------I--------- - -------------------I 
1 Allium sativum I apex de tige feuilles I SH Modifié + sac 58 g/1 1 SH modifié + AIA 10µ H I ABO et NIL, 1977 J 

1 • 1 1 + 2,4-D 211M + Kin o,~µM I• Kin 10 µH 1 1 
1--------------------------1-------------------------I-------------------------I------------------------------I----------------------------- I 
i Allium sepa i apex de plantule i BSD + Pi (0,5 - 1 mg/1) 1 BSD + Pi (0,025 à 0,05 mg/1) i PIIILIPS et LUIEYN, 19B3 i 
i i i + BAP ( 0, 25 - 2 mg/1) i + IOA ( 0, 35 à 1 mg/ 1) i i 
!-- ------------------------l----- ·-------------------1------ - -----------~ -----l----------------------------- - 1-----------------------------I 
' Echinocloa crusgali I inflorescences I HS + sac JO g/1 + 2,1,-D I IDEM J WANG et YAN, 1984 1 
! i i 2 mg/ 1 + OAP O, 5 mg/1 i i 1 
l--------------------------l-------------- -----------1-------------------------I------------------------------I-----------------------------I 
1 Asparagus I Ier entr~noeud du I HS + sac 20 g/1 + ANA J IO[H I IIARADA et YAKUWA, 1983 i 
J I plantule 1 1 mg/1 + OAP 0, 1 mg/1 1 1 1 
1 1 1-------------------------1------------------------------i-- ------- - -------------------

l 1 1 LS ~]'ac J~6g/l + 2,4-0 I I IIUNAULI, 1973a 
i I i(I0_ 7 àl0_5H)+OAP i X i . 

i 1-------------------------1-( 10 ___ à_ 10 __ H) ----------!----------------------------- _ 1 

i i feuilles i X i HS + sac 20
7
g/l + ANA 5 I0-

6 
1 .IUL!Ell, 1974 

J i 1 1 + 8AP 5 10 - H J 
1 1-------------------------1-------------------------1------------------------------1 
1 i hypocotyle i LS + 2, 1, - 0 lmg/1 • Kin i LS ! HILHAR et IIELUIIOOORN, 196B 

1--------------------------1-------------------------I-
0 

• 
3 
- mg/ 

1 
---------· ----- - 1------ ------ · -----------------1 

1 Colocasia esculenta. 1 apex de tige I SIi Modifié + sac 20 g/1 1 Sil Modifié + sac 20 g/1 + ANAi ABO EL IIIL et ZUTUR, 1976 
i i i + ANA l011M + Kin 9 µH i (0,5 - 5 µH)+ Kin 0,4!pH i 
l--------------------------l-- -----------------------1-------------------------I------------------------- - ----I 

1 

Anthurium Scl,erzérianum I jeunes inflorescences I Nitch (1969)·+ 2,1,-0 0,1 1 1 GEIER, 1982 
i mg/1 + BA 1 mg/1 1 IDEH J 

_I___ 1 1 1 

1 

.i:,. 
f\) 
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La différenciation n'est pas totalement irréversible chez les 
végétaux : certaines cellules sont totipotentes, c'est-à-dire 
cru'elles sont capables de se différencier puis de refonner des 
plantes entières. -Cependant, toutes les cellules d'W1e plante ne 
conservent r,as leurs potentialités organogènes : la 
différenciation cellulaire s'accompagne souvent de changements 
cytologiques qui peuvent entraîner une perte plus ou moins 
complète de la totipotence cellulaire (S'rREET, 1973 ; BHOJWANI et 
RAZDAN, 1933). 

Les caracb2ristiques de 
capacités de callogenèse 
d' aorès MURPBHIGE, 1974 : 

l'exnlant initial qui influencent ses 
et d'orqanogenèse ultérieure sont 

- la nature de l'orqane dont il est issu, 
- l'espèce et le génotype de la plante mère, 
- l'âge et la position de l'organe sur la plante -mere, 
- la taille de l'explant, 
- la préparation de la nlante -mere, 
- et ~arfois la saison durant laquelle les explants sont 

prélevés. 

Dans ce chapitre nous avons expérimenté l'aptitude à la 
callogenèse et l'organogenèse de différents organes chez les 
quatre cultivars dont nous disposions. Puis nous avons choisi W1 
explant (un fragment de feuille) pour étudier l'influence de l'âge 
et de la position de l'organe sur la plante mère et l'influence de 
la tail!e et de la position de l'explant initial sur le milieu de 
callogenese. 

l - INFLUENCE DE LA NATURE DE L'ORGANE SUR LA CALLŒENESE 
El' L'ORGANŒENESE 

Tous les organes de la plante 
la totipotence cellulaire, 
Monocotylédones. Les eÀ'Plants 
résultats chez celles-ci ont été 
jeW1es (cf tableaux 10 et 11) : 

ne sont pas capables d'exprimer 
en particulier chez les 
qui ont donné les meilleurs 
prélevés sur certains organes 

embryon et plantules issus de graines, 
- jeW1es inflorescences, 
- jeW1es feuilles irrrnatures. 



TABLEAU 11 Quelques exemples de régénérations obtenues sur graminées 

I PLAN![ 1 EXPLANI INITIAL I HILIEU OE CALLOGENESE I HILl[U O'ORGAtlOGENESE I REFERENCE r 
,--------------------------,--------~ ---------~-----,-------------------------,------------------------------,-----------------------------, 

1 Oryza sati va I jeunes inflorescences I LS + sac JO g/1 + 2, 1,-0 1 LS + sac JO g/1 + AJA 0,5mg/l I TSUNG IIJ[N Cl!Erl ~-, 1 

1 1 I ( 1 à 2,5 mg/1) 1 + BAP lmg/1 ou Kin 2 m9/l I 1985. 
1 1 ,-------------------------,-------------------------,------------------------------1-----------------------------, 

I I graines I f!S + sac 20 9/l + 2,11-0 1 HS + sac 70 9.l + ANA 0 2mH I SUENAGA ~. 1982 1 

1 I · I 2 m9/l 1 + Kin 50mH I I 
1 ,-------------------------,-------------------------i------------------------------,-----------------------------
1 I jeunes feuilles de I N6 + sac 20 9/l + 2,',-0 I N6 + sac 20 9/l + 2,4-0 0,01 I WERNICKL[ ~. 1981 
I I J>lantules I (1 à 3 m9/l) I mg/1 + Kin 0,2 mg/1 I 

,--------------------------, -------------------------,-------------------------,------------------------------, 
I Triticu• sp I embryons I HS + sac 20 g/1 + 2,451 I HS + sac 20 9/1 + AIA 0,1 I EAPEll et RAO, 1982 

1 1 1 Sm9/l ou 2, 1,-0 5mg/l I mg/1 + zeatine 1 m9/l) I 
1 ,-------------------------,-------------------------,------------------------------, 
1 

1 
embryons 

I 
HS + sac 20 9/1 +2,t,-0 

1 
HS + sac 20 g/1 + 2,1,-0 0, 1 

1 
SEARS et OECKARO, 1982 

1 1 1 1 mg/ 1 1 1 
,--------------------------,-------------------------,-------------------------,------------------------------,------------
1 

z I b d . 1 HS-+ sac 20 g/1 + 2, 1,-0 1 HS + sac 20 g/1 + 2,',-0 0,25 I BECKER et POLLACSEK 1979 
ea mays em ryons e graines 2 /1 2 45 T 2 /1 /1 2 15 T O 25 /1 

1 1 immatures I mg ou • - mg I mg ou •, - • mg 1 

1--------------------------l-------------------------l -------------------------1------------------------------ I 
1 Pennisctum sp I embryons immatures I HS + sac 30 g/l + 2,1,-0 1 HS + sac 30 g/1 1 VASIL et VASIL, 1981 

1 1 jeunes ,inflorescences 1 2,5 H9/l 1 1 
1 1-------------------------l------------------ -------1------------------------------l---r-------- -----------------

l I jeunes feuilles I MS+ sac JO à 60 g/1 1 1 IIAYOU et VASIL, 1981 
1 1 1 + 2, 1,-0 0,5 mg/1 + NAA I IDEH 1 
1 1 1 1 mg/ 1 + BAP O, 5 mg/ 1 1 1 
l--------------------------l-------------------------l-------------------------1------------------------------I 
1 Panicum maximum I jeunes feuilles I HS • sac 30 gl 1 +2,',-0 1 HS + sac 30 g/1 + GA I my/1 1 LU et VASIL, 1981 

1 1 1( 2,5-IOmg/l) 1 1 
l--------------------------l-------------------------1-------------------------I------------------------------I 

1 Sorghum bicolor I Premiers noeuds des I HS • sac 25 g/l + 2,'•-0 1 HS + sac 25 g/1 + ANA 5mg/l I MASTELLER et IIOLU[N, 1970 
1 1 plantules 1 ( 1 à 5 mg/1) 1 1 

1 l -------------------------l----------- - ------ -------1------------------------------ I 

1 1 embryons immatures I HS + 2,4 0 X I HS + Ads 100 mg/1 1 OUNSTArl et al., 1979 

1---------------------- · --!-------------------------1-------------------------I------------------------------I -
1 Saccharum sp I jeune s feuilles I HS + sac 30 g/1 2,4-0 1 HS + sac 30 g/1 + 2 , ,,-u 0,3 1 CIIAGVAROJEFF el al., 1981 

1 1 1 ( 3 à JO mg/ 1) 1 mg/] ou ANA 3mg/l , Kin 0,3 mg/ 1 1 --

_I __ _ 1 1 l____o__u_____zti_ne O,J_mg/1 ~'----------

,.:,. 
.:::,. 
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Différents fragments de la feuille terminale Fl utilisés 
comme explant initial pour la callogenèse 

_ ____. OJ 11 

~ Pl 

0 I 1 

{J A 1 

@ N 1 

1 1 
1 Explants prélevés sur la feuille terminale I Symbole I Taille de l'explant en mm 1 

1-----------------------------------------------~----------I----------------------------I 
1 Limbe sans le départ des nervures I L1 1 8 x 5 1 
1----------------------------------------------- l----------1----------------------------1 
1 Départ des nervures + pulvinus distal I Pl 1 8 1 
1----------------------------------------------- I----------J----------------------------1 
1 Partie du pétiole si tuée entre les 2 pulvini I I 1 1 8 1 
1----------------------------------------------- l----------1----------------------------1 
1 Pulvinus proximal I Al 1 5 1 
1----------------------------------------------- l----------1----------------------------1 
1 Apex I Nl 1 10 1 
1 1 1 1 

N.B les symboles L2, P2, I2, A2, N2 correspondent aux organes homologues sur la feuille 
subterminale F2. 
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1.1. - ~rience 

Tous les organes disponibles a partir de vitroplants ont été 
exrérir;-ientés : eÀ')'Jlants foliaires (cf figure 3), entrenoeuds, 
noeuds, microbulbilles et racines. De plus, chez D. trifida, des 
hypocotyles de graines gen:ünées in vitro ont été testës-:: 

1.3. - Résultats 

Les e::-q,lants ont été placés sur le milieu de callogenèse MC 
puis transférés sur le milieu organogène S30. Les résultats (cf 
tableaux 12 à 15) montrent que si les réponses des cultivars Brazo 
Fuerte et Florido de D. alata sont comparables, elles diffèrent 
considérablement de celles de D. trifida. 

Les cals varient selon l'exnlant et le cultivar. Les 
cultivars anthocyanés produisent sur le milieu MC des cals 
anthocyanés: roses ?âles chez Brazo fuerte, roses violacés chez 
.Moengo V. Les cultivars non anthocyanés produisent des cals 
blancs (cf photos 6 à 9). 

Sur les limbes, les cals se développent au niveau des 
blessures et des nervures. Sur les e:>..'Plants P, ils se forment 
préférentiellement sur le départ des nervures et la blessure du 
pétiole et sur les pulvini proximaux à 2artir des blessures. 

Les cals qui se développent sur les explants I sont très 
semhl~hles à ceux des entrenoeuds. Le pourcentage de callogenèse à 
partir de ces exr:ilants est resté très faible chez toutes les 
vari,3tés testées. Il est à noter que dans 20 à 40 % des cas, des 
cals très réduits formés de quelques cellules et qui n'évoluent 
pas se sont développés sur les blessures chez D. alata. Ces cals 
qui sont blê\ncs même dans les variétés anthocyanées n'ont pas été 
nris en comnte dans le pourcentage de callogenèse (classe 1). 

Sur 
l\pres 30 
là 2 r,,m 

les racines, les cals se développent très lentement. 
jours, ils ont l'aspect de petites boules translucides de 
de diamètre, dis?Osées en chapelet sur toute la longueur 

de la racine. 

Les microbulbilles non épluchées fonnent 2 types de cals : un 
cal mou hynerhydrique à. croissance rapide qui se développe de 
préférence à la. périphérie de la rondelle et un cal plus dense à 
croissance lente sur la partie centrale. Le cal central est blanc 
même chez les cultivars anthocyanés contrairement aux cals 
hyperhydriques périphériques. 
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Tableau 12 Aptitude à la callogenèse et à la néoformation de 
divers explants prélevés sur des vitroplants de 
Dioscorea alata cv Brazo Fuerte. 

explant 

limbe sans le 
départ des 
nervures 

niveau de 
prélèvement 

sur le 
vitroplant 

feuille 
!.terminale 
!.subterminale 

% de callogenèse 
sur milieu MC 
après 30 jours 

Ll 
L2 

90 % 
96 % 

DNS 

% de cal ayant formé 
une tige sur le 

milieu S30 
' apres 

90 jours 

0 % 
0 % 

!---------------!--------------!-----------------!--------------------! 
départ des ! feuille 

! nervures et !.terminale 
!pulvinus distal!.subterminale 

Pl 
P2 

84 % 
78 % 

DNS 4 % 
4 % 

---------------!--------------!-----------------!--------------------! 
fragment de ! feuille 

pétiole entre !.terminale 
les 2 pulvini !.subterminale 

---------------!--------------
pulvinus 
proximal 

! feuille 
! . terminale 
!.subterminale 

Il 10 % ! 0 % 
I2 2 % ! 0 % _________________ , ___________________ _ 

Al 
A2 

94 % 
92 % 

DNS 4 % 
6 % 

---------------!--------------1-----------------•--------------------
entrenoeud !.terminal 

!.subterminal 
El 
E2 

24 % 
14 % DNS 

0 % 
0 % 

---------------!--------------!-----------------!--------------------! 
racines R 25 % 0 % 

---------------·--------------,-----------------•--------------------! 
microbulbilles 

entières 1 BNE 86 % 34 % 
!---------------•--------------1-----------------,--------------------
!microbulbilles 
!dont le cortex 
!a été supprimé 

B 90 % 16 % 

!---------------•--------------•-----------------·--------------------
noeuds .terminal 

.subterminal 
Nl 
N2 

86 % 
84 % 

DNS 50 % 
46 % 

Les explants ont été placés sur le milieu MC pendant 30 jours puis transférés 
sur le milieu S30. Les chiffres du tableau correspondent à la moyenne de deux 
répétitions de 25 explants par traitement. 
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Tableau 13 : Aptitude à la callogenèse et à la néoformation de 
divers explants prélevés sur des vitroplants de 

Dioscorea alata cv Floride. 

explant 

limbe sans le 
départ des 
nervures 

niveau de 
prélèvement 

sur le 
vitroplant 

feuille 
.terminale 
.subterminale 

!% de callogenèse 
sur milieu MC 
après 30 jours 

Ll 
L2 

85 % 
80 % 

DNS 

% de cal ayant formé! 
une tige sur le 

milieu S30 
' apres 

90 jours 

0 % 
0 % 

--------------•-----------------
départ des ! feuille 

nervures et !.terminale 
pulvinus distal!.subterminale 

fragment de 
pétiole entre 
les 2 pulvini 

--------
pulvinus 
proximal 

feuille 
.terminale 
.subterminale 

feuille 
.terminale 

.. subterminale 

1 Pl 
P2 

76 % 
70 % 

DNS ! 4 % 
6 % 

-----------------•--------------------
Il 
I2 

Al 
A2 

12 % 
10 % 

80 % 
74 % 

DNS 

DNS 

0 % 
0 % ____________________ , 

8 % 
6 % 

---------------!--------------!-----------------!--------------------
entre noeud ! . terminal 

!.subterminal 
. El 

E2 
32 % 
28 % 

1 
DNS • 

! 
0 % 
0 % 

---------------!--------------!-----------------!--------------------
racines R 90 % 0 % 

---------------•--------------,-----------------!--------------------
.microbulbilles 

entières BNE 90 % 8 % 
---------------!--------------!-----------------!--------------------! 

:microbulbilles 
!dont le cortex 
!a été supprimé 

B 92 % 12 % 

!---------------!--------------!-----------------!--------------------! 
noeuds ! • terminal 

!.subterminal 
Nl 
N2 

84 % 
80 % 

DNS 8 % 
16 % 

Les explants ont été placés sur le milieu MC pendant 30 jours puis transférés 
sur le milieu S 30. Les chiffres du tableau correspondent à la moyenne de deux 
répétitions de 25 explants par traitement. 
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Tableau 14 : Aptitude à la callogenèse et à la néoformation de 
divers explants prélevés sur des vitroplants de 

Dioscorea trifida cv Moengo V. 

explant 

limbe sans le 
! départ des 
! nervures 

niveau de 
prélèvement 

sur le 
vitroplant 

% de callogenèse !% 
sur milieu MC ! 
après 50 jours 

feuille 
.terminale ! Ll 
.subterminale ! L2 

18 % 
16 % 

DNS 

de cal ayant formé! 
une tige sur le 

milieu S30 
~ 

apres 
120 jours 

0 % 
0 % 

!---------------1--------------·-----------------1--------------------
départ des ! feuille 

nervures et !.terminale 
pulvinus distal!.subterminale 
--------------!-------------
fragment de ! feuille 

pétiole entre !.terminale 
les 2 pulvini !.subterminale 

Pl 
P2 

Il 
I2 

30 % 
28 % 

2 % 
0 % 

DNS 0 % 
0 % 

0 % 
0 % 

---------------!--------------!-----------------!--------------------
pulvinus 
proximal 

! feuille 
! . terminale 
!.subterminale 

Al 
A2 

20 % 
26 % 

DNS 0 % 
0 % 

---------------!--------------!-----------------!--------------------
! entrenoeud , . terminal 

.subterminal 
! El 
1 E2 

2 % 
2 % 

0 % 
0 % 

!---------------·--------------•-----------------•--------------------
racines R - 40 % 0 % 

!---------------·--------------1-----------------,--------------------
!microbulbilles 

entières BNE 80 % 6 % ____________________ , 
microbulbilles 
dont le cortex ! ! B 84 % ! 8 % 
a été supprimé ! 
---------------!--------------!-----------------!--------------------

noeuds ! • terminal 
!.subterminal 

Nl 
N2 

76 % 
80 % 

DNS !. 4 % 
8 % 

Les explants ont été placés sur le milieu MC pendant 5) jours puis transférés 
sur le milieu S30. Les chiffres du tableau correspondent à la moyenne de deux 
répétitions de 25 explants par traitement. 
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Tableau 15 : Aptitude à la callogenèse et à la néoformation de 
divers explants prélevés sur des vitroplants de 

Dioscorea trifida cv INRA 5-20 

explant 

limbe sans le 
! départ des 
! nervures 

niveau de 
prélèvement 

sur le 
vitroplant 

feuille 
.terminale 
.subterminale 

!% de callogenèse !% 
sur milieu MC 
après 50 jours 

Ll 
L2 

8 % 
10 % 

de cal ayant formé 
une tige sur le 

milieu S30 -apres 
120 jours 

0 % 
0 % 

!---------------,--------------,-----------------·--------------------
départ des ! feuille 

! nervures et !.terminale 
!pulvinus distal!.subterminale 
!---------------!--------------
! fragment de ! feuille 
! pétiole entre !.terminale 
! les 2 pulvini !.subterminale 

Pl 2 6 % DNS ! 0 % 
P2 24 % ! 0 % 

-----------------!--------------------
Il 
I2 

0 % 
0 % 

0 % 
0 % 

!---------------!--------------!----------------- --------------------! 
pulvinus 
proximal 

! feuille 
!.terminale 
!.subterminale 

Al 
A2 

24 % 
28 % 

DNS 0 % 
0 % 

---------------!--------------·-----------------•--------------------
entrenoeud 

racines 

microbulbilles 
entières 

microbulbilles 
dont le cortex 
a été supprimé 

! . terminal 
.subterminal 

El 
E2 

R 

0 % 
0 % 

20 % 

BNE 60 % 

' B 68 % 

0 % 
0 % 

0 % 

10 % 

8 % 

---------------•--------------•-----------------!--------------------
noeuds 

Hypocotyles de 
seedlings issus 
du croisement 
INRA 5-20 X 

INRA 25 

!.terminal 
!.subterminal 

Nl 
N2 

50 % 
68 % 

58 % 

DNS 6 % 
8 % 

4 % 

Les explants ont été placés sur le milieu MC pendant 50 jours puis transférés 
sur le milieu S 30. Les chiffres du tableau correspondent à la moyenne de deux 
répétitions de 25 explants par traitement. 
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Des explants Pl de Q• alata ont été placés sur le milieu MC pendant 30 
jours. Les photos 6 et 7 montrent un début de callogenèse. Chez le culti
var Brazo Fuerte les cals sont anthocyanés (photo 6) et chez le cultivar 
Florido, ils sont blancs (photo 7). 

PHOTO 6 Début de callogenèse sur explant Pl du cv Brazo Fuerte. 

PHOTO 7 Début de callogenèse sur explant Pl du cultivar Florido. 



,.,..., 
- :;/.'. -

f3ur 
axillaire 
tic:e et ê.e .. -

les noeuds , les cals se forment a partir du bourgeon 
( noeud i-J2) ou t ernlinal ( expl ant Nl) . Les nortions de 
r,:~tiole <TUi sont ;x 2sentes dans cet e;...T,>lant rarticipent . . 

tres :X!u ,êl. l a forr,a!::. ion du c;;ü. 

Aussi i)ien pollr la calloqenèse que nour l 'organogenèse nous 
n' avnns :,as observ2 cJe cï.iff13rences s iqnificative s entre le niveau 
teric,inal e t l e ni veau Slù,tcr11:iinal de p~élèver-ent des e),..'f>lants. 

Les exrilants qui donnent:. les meilleurs :X)Urcentages de 
calloqenèse et d'orsanogenèse ultérieures sont les noeuds et les 
n icrohulbilles . Ces exrüants contiennent · des méristèmes. Parmi l es 
exnlants sans méristème C1Ui ont donné des néofonnations de tiqes 
aD~ès callogenèse , nous avons trouvé le pulvinus proximal · et 
l'enser::ible nulvinus distal et dénart des nervures (Pl et P2), chez 
D. alata. · Chez D. trifida aucu~ exrilant dénourvu de méristème ne 
- 1 - d -f . .L' . • nous a conne e neo or!Tla.t1on de Llges. 

1.4. - Discussion 

Si l'exr,lant initial contient un méristème, les néoformations 
<'fl.Ü ap;,araissent f)ar la suite sur les cals issus de cet explant 
y-ieuvent provenir <'l'un sim~üe démarrage de méristème qui aurait 
proliféré au cours des repicruages successifs (KING et al., 1978). 
Dans ce cas, les plantules néoformées sont issues cfTunméristème 
de la nlante mère et la variabilité induite est faible, les 
rnscanismes répri8ant l'instabilité génétique étant 
particulièrenent développés au niveau des méristèmes (DEMARLY, 
1984). 

Au contraire, une fois sénaré de la nlante mère, 
initial ne contenant aucun ~ristè,,e echappe aux 
stabilisateurs et correcteurs de la variabilité et il 
avoir néoformation de "variants". 

U.1] eXJ?lant 
mecan1smes 

pourra y 

D'anrès la revue bibliographique résumée 
3, p . 13 à 15, seuls quelques organes ont 
l'obtention de cals : 

aux tatüeaux 2 et 
été retenus pour 

- les tuJ,ercules chez D. deltoidea (AB.i'1.0SHNIKOVA et al., 
1971; CHATURVI'.DI et SRIVA.STAVA, 1976 ; CHATURVEDI et CHOWDHURY, 
19BO) et D. floribunda (P.JvlINlJDDIN et CHOWDHURY, 1983). 



- 53 -

Des explants Pl de Q- trifida ont été placés sur le milieu MC pendant 
50 jours et repiqués sur le milieu ME. Les photos 8 et 9 montrent le 
développement des cals après 'AS jours sur le milieu ME. Les cals du 
cultivar Moengo V sont anthocyanés (photo 8) et ceux du cultivar INRA 5-20 
sont blancs. 

PHOTO 8 cals d'explants Pl du cultivar Moengo V, après 95 jours sur 
milieu non organogène. 
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PHOTO 9 cals d'explants Pl du cultivar INRA 5-20, après 95 jour sur milieu 
non organogène. 
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- les hypocotyle s de graines en germination chez D. 
zingiberensis (Research group of plant morphology, 1978) ; D. 
deltoidea (GREWAL et P.T,n;L, 1976) ; D. villosa, D. balcanica et D. 
µolystachya (RENARD, 1984). -

- les jeunes plantules entières chez D. deltoidea (KAlJL 
et STABA, 1968 ; H;;RSP,ALL et STADA, 1976) • 

- les noeucis chez 2.:._ composita (ORTEGA-PACHECO, 1970). 

Tous ces organes contie1ment des méristèmes : les hypocotyles 
de graines parfois appelés "tubercule du seec1ling" contiennent une 
ébauche d'axe caulinaire, des ébauches de racines et un méristème 
secondaire qui est à l'origine de la tlù::>érisation de l'axe 
hypocotylé (LAviTOH et L.i-'\WI'ON, 1967 ; CAR'IDNI-CRE'ITON, 1977) ; les 
tubercules et les bulbilles contiennent des Îlots rnéristématiques 
diffus dans la zone corticale profonde (MATHURIN, 1982; WICKHAM 
et al., 1982). J..,es tubercules qui présentent les meilleures 
potentialités organogènes sont ceux dont la dormance a été levée 
(Af'/iMIPJ\TO, 1984), ce qui témoigne d'une influence de la présence 
de néristèrnes actifs sur les possibilités de néoformation. 

Les auteurs qui ont obtenu des néoformations à partir de cals 
de Dioscorea sont partis d'explants initiaux contenant soit des 
méristemes (ePlbryons, hypocotyles, plantules, noeuds) soit des 
pro-œristèrœs (tuJ:iercules et bulbilles), cf tableau 3 p. 15. Une 
seule étude (AMMIRi\'ID, 1982) mentionne l'obtention de cals et de 
suspensions cellulaires à partir de jeunes feuilles de D. alata, 
D. bulbifera, D. composita et D. floribunda. Aucune néoformation 
de tiqe n'avait pu etre obtenue apartir de ces cals de feuilles. . ·- --

Nos expériences ont confirmé les données de la bibliographie 
pour ce qui concerne les explants contenant des méristèmes : les 
noeuds, les bulbilles et les hypocotyles de graines ont montré des 
potentialités de callogenèse et d'organogenèse élevées chez D. 
alata et D. trifida. Mais nous avons également pu mettre en 
evidence lescapacites d'organogenèse des cals issus de fragments 
de feuilles, ce qui constitue un résultat nouveau. 

Il ne nous a pas été possible de travailler sur des 
inflorescences et, à notre connaissance, aucune étude n'a été 
faite sur les organes floraux. Il serait souhaitable de tester 
l'aptitude de ce matériel <1Ui s'est révélé très réactif chez de 
nombreuses Monocotylédones (riz, sorgho, Pennisetum •.. ). 
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Influence de l'âge de la feuille terminale sur la callogénèse 
et l'o:c-g&nogénèse àe l'explant Pl. 

J J Callogenèse ( après 40 j) J Pourcentage d I organogenèse J 

1 l-------------------------1-----------------------------------I 
J J J de tige 16 % J 

!Feuilles jeunes 1 44 % 1 b 1 
1 1 ° a 1 1 
1 J J de racine 42 % J 

1--------- -···--------------1------------------ - -----1----------------------------- - - -- ! 
J 1 1 de tige - 2 % C J 

1 7"' • 11. - _ 1 54 % a 1 1 
1 = eui es agees 1 1 de racine 8 % 1 
1 1 f 1 
1 l 1 --- 1 

Les explants Pl de feuilles jeunes et de feuilles âgées ont été placés 
sur le milieu MB + sac 30 g/ 1 + ANA 1 mg/ 1. 2 répétitions de 30 explants 
par traitement ont été faites. 

N.B. Il n'y a pas de différences significatives, au seuil 5%, entre les 
traitements portant la même lettre. 

PHOTO l 0 Différents stades de développement de la feuille terminale . 
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1.4. - Conclusion 

notre but étant d'ohtenir des néoformations de tiges en vue 
cl ' une c7i versification génétique, nous avons recherché des explants 
initiaux sa.r1s mér istèrne. Nous avons écarté le rulvinus proxrnal 
qui est situé au contact. du !'lÉ~ristè.....-,c axillaire et qui · pouvait 
contenir des nrolonqenents I11éristématicrues. ~ous avons donc choisi 
~,ëff la suite ~1e cette •2tuc"'.e l ' exnlar1t P constitué de l'ensemble du 
:~ulvinus distal e t c:11 dénart des· nervures. Cet exnlant ne contient 
~as de r.v2risb?,!,e~ comme l'ont 1:t0ntré des t;tudes · anato1nques sur 
Dioscoreae (,'\YEî{SU, 1972 ; ESPINJD, 1983) e t nos propres ohserva
tions cytologic;ues (cf :;:,hotos 11 et 12 ?• 39). 

2 - INFLUENCE DE L'AGE El' DE LA POSITION DE L'ORGANE 
SUR LA PLANTE MERE 

Ils 
en culture 
sur les 
tlL0ercules 
cotylédons 

influencent le nétaholisme de l'eXPlant et ses réactions 
in vitro. On a montré par exe~nple une action de l'âge 
potent1alit.2s de callogenèsc et d'organogenèse des 

de pornr1e de terre (OURl\.T[:1lU et al, 1979) et des 
de laitue (vn".:BB et TORIŒS, 1984)~. 

2.1. - Influence de l'âge de la feuille terminale 

La feuille terminale -présente cüvers stades de développement 
(cf photo 10). Des explants Pl ont été orélevés aux stades B et C 
appeiés "jeunes" et au stade P apoelé âgé. 

/ 

La callogenèse n'est pas si<JDificativement différente chez 
les exolants prélevés sur des feuilles jeunes ou âcrées mais le 
pourcentage de néoformation est signific·ativement ?lus élevé chez 
les feuilles jeunes ( cf tableau 17) . 

2.2. - INFLUENCE DU NIVEAU DE PRELEVEMENT DE L'EXPLANT 
SUR LA PLANTE MERE 

2.2.1. - Expérience 

Des explants Pont ète prélevés sur des feuilles situées à 
différents niveaux sur le vitroplant, de la base (P4) à l'apex 
(Pl). Leur aptitude à la cal'loqenèse a é t é comparée ainsi que les 
possibilités d'organogenèse c'les cals issus de ces explants. 
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Influence du niveau de prélèvement d'explants P sur le 
pourcentage de callogenèse chez D. trifida, cv Moengo V. 

1 1 ' 1 , 1 Pourcentage d I organogenese 
' organogenese . , I . 

1 · 1 Pourcentage de de tiges sur 

1 I callogenèse MC I H" l" d · I 1 1eu e I 
1 prélèvement I MB + sac 40 g/1 + 

1 de l I explant I 2,4-D 5mg/l + Kin lmg/1 I régénération MR 1 
1---------------------- ------------------------1---------~--------------1· 
1 1 1 0 1 
1 P 1 1 60 % a I o % 1 

1----------------------1-------------------·---1------------------------, 
1 P 2 1 54 % a I o % 1 
1----------- .----------!----------------- - - ---1------------------------1 
1 P 3 1 20 % -b . . 1 o % 1 

1---------------------1--------------------·---i------ .-------------- .--1 
1 P4 1 Ù% C - 1 0% 1 
1 _I 1 , 1 

TABLEAU 19 Influence du niveau de prélèvement sur le pourcentage de 
callogenèse et d'organogenèse de tige à partir d'explants 
P de D. alata cv Brazo Fuerte. 

Callogenèse 
et orga- 1 · 1 

Nivea nogenèsel Pourcentage de I Pourcentage d I organogenèse 
de prélè I callogenèse sur 1 ·de tiges sur 

1 

vement de I MB + sac 40 g'.l + 1 Milieu de i 
l 1 explant 1 2,4-D 5mg/l + Kin lmg/11 régénération MR 1 

---1------------------------1-- ------------------------1 

----~-~--------Il _________ 96 _% __ d 1 . e 14 % après 75 j 11 --- ----1- - --.--·--------------------1 
P 2 ! 88 % d I e 12 % après 75 j 1 

---------------,---------------- .... - - ---1- - · -------------------------1 
P 3 1 94 % d I o % 1 

---------------1--------7------- --~---1- -------------------------/ 
P 4 1 92 % d I o % 1 

1 1 1 

Des explants Pl de D. trifi da ( ~ablcau 18) et de D. alata (tableau 19) 
prélévés sur les feuilles Fl à F4 ont été placés sur le milieu MC. La 
callogenèse a été observée après 50 jours pour le cv Moengo V et 30 jours 
pour le cv Brazo Fuerte. Après une phase d'entretien des cals, ceux-ci ont 
été transferrés sur le milieu MR.2 répétitions de 25 explants par niveau 
ont été faites. 

N.B. Il n'y a pas de différences significatives au seuil 5% entre les 

traitements portant la même lettre. 
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2.2.2. - Résultats 

Chez D. alata, la callogenèse induite par le 2,4-D qui est 
une au.,'Üne efficace ne présente pas de différences significatives 
entre le niveau basal (F4) et le niveau tenninal (Fl). Par contre, 
seuls les cals issus des feuilles terminales Pl et F2 ont donné 
ries néofor,-1ations de tiqes. 

Chez D. 'trifida, nous n'avons pas obtenu de néoformations de 
tiges maison observe une baisse si<Jnificative du pourcentage de 
callogenèse du niveau l au niveau 4 (cf tableau 18). 

2.3. - Discussion 

Le vitronlant se dévelon:,e en formant tout d'abord la feuille 
F4 ( ,1 ' 01J ~st tiré l ' exolant p '4) nuis la feuille F3, puis P2 et Fl. 
Il y a donc une différence d'âge. entre les ex-plants Pl, P2, P3 et 
P4, et P1ên1e si morphol 0<Ji0,Uerr1ent la feuille change neu, il semble 
qu 'elle change nhysiologiquernent puisqu'on observe une différence 
sisnificative clans la ca.llogenèse et l'organogenèsc entre les 
feuilles basales et celles cli.1 sonrnet de la bouture. 

N,1!-\IRATO ( 1987.) n' avc:1.i t obtenu de callogenèse que sur les 
jeunes feuilles dont la taille était la moitié de celle des 
f euil les matures (ce qui correspond nrobablement am<: stades Bou C 
(Je la 'Jhoto 3) chez D. alata, D. bulbifera, D. composita et D. 
floribunda (cultivars non précisës). Par contrelillROSHNIKOVA et 
al., 1971 n'avaient nas · obtenu de cals à partir rie tissus 
foliaires prélevés sur des plantules de D. dcltoidea, issues de 
graines et cultivées in vitro. 

Nous avons pu obtenir une bonne callogenèse chez les explants 
issus c1e feuilles âgées avec différents milieux mais nous · avons 
observ,; une influence significative de l 'â.qe sur le )îOUrcentage de 
néoformation. La différence entre nos résultats et ceux 
d ' ABROSHNI1~0VA et c1 'AMr"..IRATO DOurrait ·être due à un facteur 
variétal et également à la com~sition rl.11 milieu de callogenèse, 
la notre présentant un niveau auxinic;ue plus élevé. Par ailleurs, 
les explants P ont éb~ rm~levés sur des v!troplants cultivés en 
conditions a..xenic;ues pendant de longueurs periodes. Or un passage 
in vitro prolongé entraîne un rajeunissement des végétaux 
(NOZF'.,RAN et al., 1982). Les vitroplants de D. alata présentent des 
caractères juvéniles (feuilles alternes, absence de tubercules) 
cr,ui ;X)Urraient expliquer la plus grande réactivité des explants 
foliaires. 

On a observé dans nos cl.eux exn0.riences que les cals issus de 
feuille~ âgées ne ré9énère0t _nas. _ Cette influence ,le l'âge sur !a 
capacite d'organogenese a ete notee chez de norn..')reuses Flonocotyle
dones !_'.)ar exern;,le chez le riz (h'ERNICIŒ et al., 1981) et chez le 
sorgho (Vi'ERNIClŒ et E:RETELL, 1980) où l'aptitude à régénérer des 
tiges diminue au fur et à 111esure que les feuilles se 
différencient. 
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Influence de la position de l'explant dans le milieu sur la 
callogenèse et l'organogenèse ultérieure. 

1 . . 1 Pourcentagesde 
1 

Explants I Positions I ll . ca ogenese 

1 1 1 1 1---------------i------------------------1------------------------1 · 

1 L 1 1 Dressée 1 0 % 1 
1 l ------------------------1------------------------1 · 
1 1 Couchée face supérieurel 

90
• 1 

1 1 co ntre le milieu 1 % OS 1 
1 l ------------------------1---------------- ! ---1 
1 1 Couchée face inférieurel • 1 
1 · I contre le milieu 1 65 

% 1 
1----------- · --l------------------------1------------------------I 

1 P 1 1 Dressée 1 5 % 1 
1 1 1 • 1 1 1------,----------,- . ----1------------------------1 
I I Couchee fac~ ~uperieure I 80 % 1 

l l-contre_ 1 e _ m1 li eu -------I--------------- -1 ONS -1 
I I Couchée face ~nférieurel 75 % I 
I I contre le milieu I I 
1---------------1------------------------i------------------------1 

1 F 1 1 Dressée 1 20 % DS 1 
1 1---------------- - -------1---------------1 ---1 
1 1 Couchée face inférieurel • 1 
1 1 contre le milieu 1 

60 
% 1 

_I ___ 1 1 1 

Les explants initiaux prélevés sur D. alata cv Brazo Fuerte 
ont été mis en ç:ul ture sur · le milieu de callogenèse MC. Dans __ cette 
expérience, n~us ~vons utilisé des tubes afin de per~~ttre une 
position dressée. Nous avons employé 20 explants par traitement. 

Les explants Ll et Pl ont été couchés soit avec la face 
inférieure, soit avec la face supérieure du limbe en contact avec 
le milieu. Les feuilles entières qui avaient leur limbe replié en 
deux ont été couchées sur le côté, la face inférieure du limbe 
contre le milieu. 

TABLEAU 21 Influence de la taille de l'explant sur la callogenèse 

Pourcentages 
de callogenèse 

1 
1 

~ 1 

I Feuille entière (2 cm) 1 . 65 % a i 
1----------------------------------------i ----------------- • - -· --1 
I P 1 ( 2 cm de longueur) I 70 % a 1 
1--------- -------------------------------i------------------ --.---1 
I P 1 ( 1 cm de longueur) I 90 % b I 
1---------------------------------------- i ----------------- -- - --1 
I Pl (0,5 cm de longueur) I 85 % b I 
1---------------------------------------- i-----------------·-- --1 
I Pl (0,2 cm de longueur, départ des 1 50 % c 1 
I nervures). 1 1 

Des explants Pl de D. alata cv Brazo Fuerte ont été placés sur le milieu 
MC. 20 explants par-taille ont été employés. La callogenèse a été observée 
après 30 jours. 

N.B: Il n'y a pas de dif!érences significatives, au seuil 5%, entre les 
traitements portant la meme lettre. 
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3 - INFLUENCE DE LA POSITION SUR LE MILIEU ET DE LA TAILLE 

DE L'EXPLANT INITIAL 

3.1. - Position de l'explant sur le milieu 

Des feuilles entières Fl (sans l'apex Nl) et des fragments de 
feuilles Ll et Pl ont été mis en position dressée ou couchée sur 
le milieu (cf tableau 20). 

Seules les parties en contact avec le milieu présentent des 
cals. Les cals qui se sont développés sur les feuilles et les 
pétioles dressés se sont formés sur la partie qui était -a 
l'intérieur du milieu gélosé. 

Pour les lirnhes , 
supérieure de la feuille 
la position semble moins 

les cals se dévelorpent mieux si la face 
repose sur le milieu. Pour les explants P 
affecter la callogenèse. 

3.2. - Taille de l'e~lant 

Nous avons mis sur le milieu de callogenèse r--cc, 
entières et des explants Pl de diverses longueurs: 
0,5 cm et 0,2 cm. 

des feuilles 
2 cm, l cm, 

La callogenèse démarre au niveau de la blessure du pétiole et 
du départ des nervures. Le fait de recouper une partie du limbe 
active la fonnation ·au cal au niveau du départ des nervures. 
Lorsque le lirnbe est entier, la callogenèse se fait 
rréférentiellement au niveau de la blessure du pétiole. Lorsque le 
pétiole est trop long (Pl= 2 crn) la callogenèse se fait plutôt au 
niveau du pulvinus et à l'extrémité coupée du pétiole ; entre deux 
cals, reste un morceau de pétiole peu.modifié. Lorsque l'explant 
est de taille plus réduite (Pl= 0,2 cm), la callogenèse est moins 
intense. La taille optimale semble se situer entre 0,5 et 1,0 cm 
(cf tableau 21). 
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4 - CONCLUSIONS 

Il semblerait que les explants P de jeunes feuilles situées 
au niveau terminal ou subtenninal puissent présenter une aptitude 
à régénérer suffisante chez D. alata pour servir de matériel de 
base dans cette étude. Nous avons, dans la suite de ce travail, 
essayé de mettre au point des milieux de callogenèse d'entretien 
des cals et de régénération susceptibles d'augmenter le taux de 
néoformations obtenues sur cet explant. 

Nous n'avons nas, par contre obtenu de résultats avec des 
fragnents de feuille-~ chez · D. trifida. Nous avons cependant essayé 
c1e poursuivre des recherches sur l 'explant Pl. En effet deux 
hypothèses peuvent e),,'T,Üir;uer cette absence de néoformations : 

- la perte de 
initial ou du cal ; 
explant de dé~art 
pourraient se montrer 

la totipotence des cellules de 
dans ce cas il faudrait envisager 

ou tester d'autres génotypes dont 
0lus réactifs. 

l'explant 
un autre 
certains 

- l'absence des stimuli nécessaires pour que les cellules 
s 'engagent dans un processus d 'organogenèse dans cette expérience. 
En effet les milieux que nous avons employés dans les expériences 
relatées dans ce chapitre avaient été mis au point par des 
expériences préliminaires sur D. alata cv Brazo Fuerte, et ils 
étaient peut être moins adaptésa l'espece D. trifida. 
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5 - RESUME 

Divers types d'explants prélevés sur des vitroplants ont été 

étudiés pour l'aptitude à la callogenèse et à l'organogenèse chez 

D. alata et D. trifida. Ceux qui ont donné les rœilleurs 

pourcentages d'organogenèse à partir de cal sont les noeuds, les 

rnicrobulbilles et les fragments de feuilles contenant un pulvinus. 

Ce dernier type d'explant a été retenu du fait qu'il ne contient 

pas de rréristème. Nous avons choisi l'explant P constitué du 

départ des nervures et du pulvinus distal. 

Une étude de l'âge et de la position sur la plante rœre de la 

feuille où est prélevé l'explant Pa montré que les jeunes 

feuilles terminales dont le limbe est replié présentent de plus 

grandes potentialités organogènes que les feuilles matures. 

Nous avons donc poursuivi cette étude avec des explants Pl 

issus de jeunes feuilles terminales (Fl). Pour la callogenèse, la 

taille optimale de cet explant Pl se situe entre 0,5 et 1 cm et 

seules les parties en contact avec le milieu présentent un cal. 





CHAPITRE 4 INDUCTION ET ENTRETIEN DES CALS 
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Tableau 22 Influence de diverses auxines sur le pourcentage de callogenèse d 1 explants Pl de 
O. alata cv Brazo Fuerte. ---
Les explants Pl ont été placés sur les milieux de callogenèse MB + sac 40 g/1 addi-
tionné des auxines et des cytokinines mentionnées dans le tableau. Après 30 jours, 
nous avons noté le pourcentage de callogenèse (cals) et nous avons transférés ces cals 
sur le milieu d'organogenèse S30. Nous avons observé les néoformations de tige (tiges) 
apparues après 120 jours sur le milieu S30. Les pourcentages indiqués dans ce tableau 
correspondent à 50 explants par traitement. 

I· 
j le 

/· 
1 

Cytokinine dans le 

-5 
2,4-D 10 M 

milÙu cle cal-
-6 

Kin 5 10 M 

cals 68 % D Il S 

1 1 t" 4 % 
1 I 1ges o I 

1 1 1 

-6 
BAP 5 10 M 

40 % 

0 % 

1-----------------------------------i-------------------------i-------------------------
l -5 1 · 
1 3,4-D 10 M I cals: 36 % o

1
s 8 % 

1 1 t. 0 0 * 1 
1 1 i ges : % 1 0 % 

1 1 1 1-----------------------------------i-------------------------1-------------------------
I -5 1 · i Pi 10 M i cals : 64 % D

I 
S 24 % 

1 1 t. 0 0 1 1 1 iges : % 1 0 % 

1, 1 1 -----------------------------------,-------------------------,-------------------------

a 2, 45 T 
-5 

10 M D : cals : 80 % 

1 t . 6 0 I 1ges : % I 
1 1 

s 16 % 

0 % 

-----------------------------------i-------------------------1-------------------------

MCPA 
-5 

10 M : cals : 84 % D 'S 

i tiges : 0 % 

1 1 

20 % 

0 % 

-----------------------------------i-------------------------,-------------------------

ANA 10 -
5 M 1 cals : 24 % D N S 16 % 

i tiges : 2 % 2 % 

1 

* Un cal a donné une néoformation de tige 12 mois après transfert sur milieu organogène. 
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On a cherche à mettre au point des milieu,---:: de callogenèse et 
cl ' entretien des cals à partir d' exnlants Pl en essayant diverses 
combinaisons, d 'auxine, de cytokinine et de saccharose chez D. 
alata et D. trifida. On a également exrérimenté l'influence de la 
temperature et de la lumière ; cette étude a été corni':)létée par 
l'observation cytologique des cals chez D. alata. 

1 - CHOIX DES CCMBINAISONS AUXINE - CY'IOKININE DANS LE MILIEU 
DE CALLCX;ENESE 

D' après les données bioliographiques sur Dioscorea (cf 
tableaux 2 et 3 p . 13 à 15), le 2,4-D est la seule auxine employée 
pour la callogenèse et l'entretien des cals. Certains travaux 
cependant l'e.'Tiploient en combinaison avec l'AIA (CHATURVEDI et 
SRIVASTAVA, 1976 ; O-IATURVEDI et CHOWDHURY, 1980) ou 1 'ANA 
(A.T{NOLIN, 1980). 

Mais, le 2,4-D qui est un puissant activateur de la 
callogenèse est gén&ralement in..1-übiteur de l 'organogenèse 
(Mfu~Gl\.RA, 1984). Il a, de plus, un effet toxique aux 
concentrations élevées . Nous avons donc étudié l'influênce de 
diverses auxines qui n'avaient pas été expérimentées à notre 
connaissance sur les Dioscorcae afin de les con~arer à celle du 
2,4-D et de l'Ai~A. 

1.1. - Comparaison de 6 auxines différentes au niveau lü- 5M 

1.1.1. - Expérience 

Nous avons expérimenté 6 auxines différentes (le 2,4- D, 
3, 4-D, l'a 2, 4, 5-T, 1 ' ANA, le I'CPA et · le p iclorarn) au ni veau 

soit environ 2 ing/1 en conbinaison avec deu,'Z cyto};:inines 
kinétine ou la BlŒ') au niveau 5.10:... 5 1''. soit environ l mq/1. 

1.1.2. - Résultats 

le 
lo- 5M 

(la 

- Che z D. ala.t a , le ;"1ourcentage c1e c allogenèse est 
s i gnificativenent :, lus é leve en nré!sence c}c bnétine qu ' en 
orésence de I:'.l\.P (cf t,::,}::,l e ,"":.u :2;n . IJes a1..u~.irn~s les plu:::; efficaces 

7 11 :--s,.,,. s t 1° ,.., -')_, .. , l' 2 L1 s- rn 7 ,.,, r ·,,T);' ::.t l r,our _a ca. oqene. c . on ~ .'. , ,._. ,., , a . , , , .c , _ ,_ , ~ ,. ,_.. e _ e 
1,icloran. Lo. ;~ , il - D E,~t l'a 2 , i[ , 5-':L, assurent une bonne ca.llogenese 
sons inh.iher tota.J.enent l es ;iossüiilit,Gs èe néofon,1ati on . 

- C:he z D. t-rifü\::. , l~s auxines l,:ë's ;)lus efficaces 
0our l a calloaenèsc! sont l e n iclorarn , l e ;;; ,,J- D E:t ·1e 7-:CPA . :-Tous 
;11 2vons na.c: ë-,;-,,,, 0 rv:-. <70 <l iff6rcnc-"' c::; ir.-:-1 i -F iC"ati v0 e ntre les c7euy - -~ '" .~-- ,, .... ,, __ . , _ ·· ·- . ··• ; _,, ·- ... . _, .. --~,,, .. _ - ........ 

cytoJünines (cf t,1blem1 23). l i; :;; ,~es ca l s ont donne des racines 
";1:.:c ,··1il.ieu d ' orcJé1I'n0,?n'.?SC . / .1.1ctm:~ n;.ofornation de tige n ' a été 
ohservée sur cc· .·· :.iÏ i <2u êl•Jrès 9G jours nais 12 ;.:ois après le 



Tableau 23 

callogenèse 

2,4-0 10-SM 

- 6;S ·-

Influence de diverses auxines sur le pourcentage de callogenèse 
d'explants Pl de D. trifida cv Moengo V et INRA 5-20 après 50 
jours. 

Les explants Pl ont été placés sur les milieux de callogenèse MB + sac 40 gll 
additionnés des auxines et des cytokinines mentionnées dans le tahleau . 

Cytokinine dans le 
de cal- I 
logenèsel -6 

Kin 5 10 M 

1 MOENGO V : 40 % * D ~ S 

1 1 

BAP 5 10-fiM 

40 % 

1 INRA 5-20: 35 % D ~ S 35 % i 
1 1 1 1 
-----------------------------------l-------------------------1-------------------------I 

-5 
3,4-0 10 M 

1 1 1 
1 MOENGO V : 8 % D ~ S 10 % 1 

1 1 1 
1 INRA 5-20: 4 % D ~ S 4 % 1 

1 1 1 
-----------------------------------l-------------------------1-------------------------I 

10- 5 M 
1 1 1 

Pi 1 MOENGO V : 35 % D ~ S 25 % i 
1 1 1 
i INRA 5-20: 35 % Dl S 20 % i 
1 1 1 

-----------------------------------1-------------------------I-------------------------I 
-5 

a 2,4 T 10 M 
1 1 

MOENGO V 10 % D N S 10 % i 

INRA 5-20 10 % * 
1 

11 N s 
r 10 % 

1 

1 

1 1 
l-----------------------------------1------------------- ·-----1-------------------------1 
1 5 1 1 
1 MCPA 10- M I MOENGO V : 30 % D ~ S 35 % 

1 1 1 
1 1 INRA 5-20 : 35 % D ~ ' 30 % 

1 1 1 
l-----------------------------------+-------------------------1-------------------------
I 1 1 
1 ANA 10-5M I MOENGO V : 15 % D N s 25 % 

1 1 1 
1 1 INRA 5-20 : 10 % D N s 10 % 

1 1 1 
1 _I _____ __ ~1-
* Après 3 rep i quages sur le milieu organogène MR, les cals ont été t r ansférés sur le milieu 

organogène MB + sac 30 g/1 + AIB 0,5 mg/1 : 

- Deux cals de INRA 5-20 initiés sur MB + a 2,45 T 10 -M + Kin 5 10-fiM ont donné une 
néoformation de tige 11 mois après la mise sur milieu organogène. 

- Un cal de Moengo V initié sur MB + 2,4-0 10-
5
M + Kin 5 10-

6
M a donné une néoformation 

de tige 12 mois après la mise sur milieu organogène. 
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_. A 2,4 D 

; de ca 11 ogenèse à 40 j 

•-------• a2,4,5 T 

a- - - _. ANA 

00 

80 [ 

60 f 

40 l 

20 ~ 

/ 
---------- ----------- • --- - ---,~ -_, -----

--■-- --,.. 
--ï / 

/ 

- - -■ 
,, 

/ 

/ ; 

/ / 
/ 

1,--• 
,._.. ---1 

,'' I 
/ 

0,5 l 

Fi 9ure 6 

8 auxine 7 en mg/1 6 4 5 2 3 

Influence de la concentration en différentes auxines sur le % de 
callogenèse de pétiole Pl de Dioscorea alata. 

Des explants Pl de D. alata cv 
milieu MB + sac 40 g/1 + kin 1 
mg/1). Les pourcentage portés 
moyenne de 2 répétitions de 25 

Brazo Fuerte ont été placés sur le 
mg/1 + 2,4-D ANA ou 2,4,5-T (0 à 8 
dans la figure correspondent à la 
explants par traitement. 
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Tableau 24 Influence de la nature et de la ·concentration de l'auxine dans le 
milieu de callogenèse sur le pourcentage de néoformations de tiges 
ou de racines après 120 jours sur le mili eu organogène S 30 

1 1 
JNiveau de 2,4-0 dans 1 % de néoformation sur le milieu MR J 

le milieu de J-----------------------------------------1 
1 callogenèse I de tiges I de racines 1 
l--------------------1--------------------I--------------------I 
1 1 1 1 
1 ° 1 O% 1 O% 1 
1--------------------1--------------------i--------------------1 
1 0,5 1 4 % 1 4 % 1 

1--------------------1--------------. -----i--------------------1 
1 1,0 . . 1 4 % . 1 4 % . 1 
1--------------------i--------------------1--------------------1 
1 2,0 1 4 % 1 4 % 1 
1--------------------1--------------------1--------------------1 
1 . 3,0 1 2 % 1 2 % 1 
1--------------------i--------------------1--------------------1 
1 5,0 1 4 % 1 4 % 1 
1--------------------i--------------------1--------------------1 
1 8,0 1 0 % 1 0 % 1 

l Niveau d' a 2,45 T i % de néoformation sur le milieu MR 

I dans le milieu de 1-----------------------------------------1 
I callogenèse I de tiges I de racines . I 
1---------- .---------1---------. ----------1--------------------1 
1 ° 1 O% 1 O% 1 
1-------------- .-----1--------------------1--------------------1 
1 0, 5 1 4 % 1 8 % 1 

1--------------------1--------------------i ------. -------------1 
1 1,0 1 0% 1 8% 1 
1--------------------1--------------------1--------------------1 
1 2,0 1 0 % 1 0 % 1 
1--------------------i--------------------1--------------------1 
1 3,0 1 0 % 1 4 % 1 

1--------------------i--------------------1--------------------1 
1 5, 0 1 4 % 1 12 % 1 
1--------------------1 --------------------i--------------------1 
1 8, 0 1 0 % . 1 0 % 1 
1-------+-------f--------+ 

l Niveau d1 ANA dans i % de néoformation sur le milieu MR 

I le milieu de i-----------------------------------------1 
I callogenèse I de tiges I de racines I 
1--------------------i--------------------1--------------------1 
1 ° 1 O% 1 O% 1 
1--------------------i--------------------1--------------------1. 
1 0, 5 1 4 % 1 12 % . 1 
-1--------------------1--------------------i--------------------1 
1 1,0 1 4 % 1 12 % 1 

l _______ 2.o __________ l ________ 2_% _________ l _______ 2_% __________ I 
1 3,0 1 0 % 1 0 % 1 
l--------------------l--------------------1--------------------I 
1 5,0 1 0 % 1 0 % 1 

1--------------------1--------------------I--------------------I 
1 8,0 1 0 % 1 0 % 1 

1 1 1 1 

Des explants Pl de D. alata cv Brazo Fuerte ont été placés 
sur le milieu MB + sac 40g/l + Kin 1 mg/1 + auxines (0,0 - 0,5 
2,0 - 3,0 - 5,0 - 8,0 mg/1). Après 40 jours de callogenèse, les 
explants ont été transférés sur le milieu MR. Deux répétitions de 
25 explants par traitement ont été réalisées. 
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:1assé'l<;e sur milieu organoqène, deux cals du cultivar INRA. 5-20 et 
un ca l c:1., cultivar Moengo V ont n2oforr-12 des tiges. Ces 
n,.;,ofon1ëttions s •étëlJlt nroctuites sur l es cals initiés avec le 
7., 4- n ou l' a 2, 4, 5-'T, il semble :x,~fér2ble de choisir ces au,'<ines 
;,our la calloqcnèse chez n. trifida. 

1.1.3. - Conclusion 

Le ;,icloran sc~rnble une auxine très r érnanente qui oriente le 
ca.l vers un nrograi.'71Ii1e de croissance qui continue à se d,;rouler 
nlusieurs mois arirès la Elise Slff nilieu orga.rioqène. Les · cals 
initiés avec 1' a 2, 4, 5-T continuent égale111ent à croître sur le 
milieu organo0ène pendant 7. à 3 1:ois, mais leur croissance est 
plus réduite et certains c,_' entre eux ont forn"lé des tiges . Au 
contraire~, les cals fon"'t2s sur des Eù.lie tL'< contenant du 2, 4-D, du 
j\ \CP.1\ ou c-le J. ' P-nz;, noircissent ar,n;s deux à trois r:ïois quand ils 
sont plr.1.6?.s sur le r,1ilieu or0anocrène f!iR. Il se forme, sur certains 
de ces cals noircis, de~ c~ls généralement blancs parfois 
chloroDhylliens c;ui peuvent rég.::;nérer des tiges. 

Le 2,4-D, l e 'îicloraiï1 et le MCPA nermettent l'induction de la 
callogenèse chez l~s deux espèces étudiées. Au contraire, le 3,4-D 
et 1 ' NJA se sont réviùés r.ioins efficaces à la dose testée. 

1.2. - Comparaison de l'ANA, de l'a 2,4,5-T et du 2,4-D 
a differentes concentrations 

1.2.1. - ~rience 

Afin de pouvoir comparer plus précisément les différentes 
auxines, nous avons étudié une ga.rnme de concentration (de 0 à 8 
mg/1). Nous nous sommes lir:ù.tés aux troix auxines gui ont permis 
l'apparition cl.e néofonnations de tiges sur le milieu organoqène: 
le 2,4-D, l' a2,4,5-T et l'ANA. Après 40 jours de callogenèse, les 
eÀ'T:)lants ont été transférés sur le milieu d'organogenèse MR. 

1.2.2. - Résultats 

Les résultats de la figure 6 montrent que le meilleur 
!X)Urcentage de callogenèse est obtenu avec le 2,4-D à partir de 3 
mg/1. Ce niveau de 2,4-D ne bloque pas les possibilités de 
néofonnations sur milieu organogène: les cals initiés en présence 
de 2,4-D entre 0,5 et 5 mo/1 ont montré un taux de néoformations 
supérieur à celui des cal~ initiés avec l'Al~A et l'a 2,4,5-T (cf 
tableau 24). 

1.3. - Conclusion 

Ces deux expériences montrent que le 2,4-D en association 
avec la kinétine assure une bonne callogenèse sans inhiber 
totalement les possibilités de néoformation de cals d'explants Pl 
de D. alata et D. trifida. 
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--6.,. 

-Li.. ·-. 

2 3 4 5 6 

"' .,. 2,4 D 4 mg/1 

t!r----------.ô. 2,4 D 2 mg/1 

7 8 

Kin en mg/1 

Influence de la concentration en Kinétine sur le% de callogénèse 
de pétiole Pl de Dioscorea alata. 

Les explants Pl du cultivar Brazo Fuerte de D. alata ont été placés 
sur le milieu MB + sac 30 g/1 additionné des diverses combinaisons 
d'auxine et de cytokinine mentionnées sur les figures 7 et 8. Les 
pourcentages correspondent à 2 répétitions de 25 explants par 
traitement. 
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Aucune r1es aùtrer.3 auxines étu.:li2c~s n'ayant donné de meilleurs 
n~sultats , nous avons essay,~ par lé! s uite ri' améliorer l e milieu 
,:':e callogenèsc en gardant l e 2 , 4- D cornrne a uxine et la kinétine 
cor-.1P1e cytokinine . 

2 - AMELIORATION DU MILIEU DE CALLŒENESE CHEZ D. ALATA 
CV BRAZO FUERTE 

2.1. - Recherches du niveau optimal de kinétine 
dans le milieu de calls:x1enese 

2.1.1. - Expérience et résultats 

Huit niveaux de kinétine (de O à 8 mg/1) ont éb~ étudiés en 
association avec 2 ou 4 ;;,.q/1 cle 2,4-D (cf fiqure 7). 

Des concentrntions de kin&tine suoérieures à 1 mg/1 réduisent 
la callogenèse '.')Our les deux niveaux de 2,4-D testés et e lles 
s 'accon:,agncnt r1 'un rejet iqnortant de substéUlces colorées dans le 
r'lilieu. 

Quand on aU(J,Qente la teneur en kinétine de 1 à 8 rng/1 on 
ohsenre une nette dirunut ion de l a grosseur des cals initù~s et 
une intensification c'!e la oigmentation anthocyanique : les cals 
initiés en r,résence c1e 3 à 8 lclg/1 r1e kin,3tine fonnent des petites 
boules so::nbres violet foncé tanc1is qu 'en ~)résence de O à 2 nig/1 de 
kin8tine ils forment des cals rose clô.ir assez bien r1éveloppés. 

Des racines se dévelorncnt sur les cals initiés en l'absence 
de kinétine. L' ·2ll~va.tion c2u niveau d ' au.xi.ne. de 2 ,; 4 mg/1 réduit 
l 'organogenèse de racinc~s (r"ie 50 2, 30 %) sans les faire 
disnaraire totalencnt; nais de faibles concentrations de kinétine 
(0,25 à. 0,5 mg/1) suffisent pour inhiber ·1eur formation. 

2.1.2. - Discussion 

D;:ms certains cas les cytokinines sont indispensables à la 
callogenèse r:;ais, chez l es I:-1onocotyl édones , leur utilité a été 
contestée (YAMPDA, 1977 ; I-IU.Ai'\fG et NlT.RA.SHIGE, 1983 ) et elles sont 
neu er-Dlovées -oour l a calloqcnèse et l'entretien des cals (cf 
tableat{- 11 n. 44). Les miliéux puJ,liés pour les Dioscoreae ne 
contiennent g,~n,;r alement nas de cytokinine ( cf taJ.ùeau 2 p . 13) . 
ABROSHNII~OVJ\ et al. ( 1971) ont si(JT1alé un effet inhibiteur de la 
kinétine à lacon.centration de 2 mg/1 sur la croissance des cals 
ne plantule de D. deltoidea . Certains auteurs préconisent d'élever 
l égère~ent le- taux d'alV(ine afin de faire disparaitre 
l ' orsanocrenèse de racines. (KAf..lL et f3TABA, 1968 ; KHANNA et 
al., 1977, 1980) ; Research Group of Plant Morphology, 1978). Et 
effectivement le développement des racines est plus faible avec 4 
ng/1 de 2,4-D qu'avec 2 mq/1. Il est cependant trop abondant sur 
1 ' explant Pl et l e cal pour être éliminé par une siF\Dle Rlévation 
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Fi .9.ure 8 Influence de la concentration en 2,4 D et en Kinetine 
sur le% de callogénèse de pétiole P2 de Dioscorea alata . 

Les explants Pl du cultivar Brazo Fuerte de D. alata ont été placés 
sur le milieu MB + sac 30 g/1 additionné des diverses combinaisons 

·· ·d'auxine et de cytokinine mentionnées sur les figures 7 et 8. Les 
pourcentages correspondent à 2 répétitions de 25 explants par 
traitement. 
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Fi.9.ure g Influence de la concentration en sucre sur le% de callogénèse 
de pétiole Pl de Dioscorea alata. 

Des explants Pl du cultivar Brazo Fuerte de D. alata ont été placés 
le milieu MB + sac 2,4-D 4 mg/1 + kin 1 mg/1 + sac (10 - 20 - 30 -
40 - 50 - 80 g/1). Les pourcentages indiqués sur la figure correspondent 
à la moyenne de 2 répétitions de 25 explants par traitement. 
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du taux d'auxine 
nf':!cessaire. 

èt la rirésence d'une cvtokinine a faible dose est 
·' 

2.2. - Recherche du niveau optimal de 2,4-D dans le milieu 
de callogenese en fonction de differentes 
concentrations de kinetine 

Huit niveaux c1c: 2, 4-D ( de O a 8 mg/1) ont été étudiés en 
nssociation avec ôiff&r2ntes concentrations en kinétine (cf figure 
n) . 

Aucune callogenèse n'a été o:)scrvée avec O ou O, 2 ng/1 de 
2, L\-D. L' O)Jtirnu.7 se si tue entre 3 et 6 mCJ/1 pour toutes les 
concentrations de kinétine testé:es. P., ra.rtir de :-3 r.tq/1 on observe 
nne diminution rlu paurcentage de calloc,renèse. 

Les r&sultats montrent une interaction entre la reinétine et 
le 2,4-D. Plus le niveau c~e kinétine est élevé dans l e nùlieu de 
callogenèse nlus le niveau cie 2, 4-n doit être élevé pour obtenir 
le même oourcentaqe de callogenèse. 

Une telle interaction n'a pas été étudiée chez Dioscorea à 
r.otre connaissance mais elle a été observée chez Asparagus (YAKlNA 
et al., 1971). Les Asparaginacées sont une famille tres proche des 
Dioscoreacées (BURKILL, 1960), (cf tableau 1 p. 4). 

2.3. - Recherche du niveau optimal de saccharose 
dans le milieu de callogenese 

L'effet de doses croissantes de saccharose 
40 - 50 - eo g/1) a été étudié sur des exolants 
Brazo F'uerte (cf figure 9). 

(10 - 20 - 30 
Pl du cultivar 

Il faut au moins 20 g/1 c"!e saccharose dans le milieu pour 
observer la callogenèse (cf fisrure 9). 

Les cals initiés en présence de 50 et 80 g/1 de saccharose se 
forrrient pl11s rapidement mais ils se nécrosent très vite: après 28 
jours, les cals forr:lés sur le ni.lieu contenant HO g/1 de 
saccharose prennent une teinte grisâtre et cessent de se 
dévelorper ; cet~~ initiés sur le milieu contenant 50 g/1 de 
saccharose se nécrosent après 2 ou 3 repiquages sur le milieu ME. 

L'optimum se situe donc 
nen::1ettent un oourcentaae de 

. . .J 

croissance cles cals par la suite. 

v8rs 30 à 40 g/1. 
callogenèse élevé et 

Ces 
une 

doses 
bonne 

Des doses Alevées de sucre au (delà de 50 g/1) semblent être 
associées à une sénescence précoce. L'étude cytologique (cf 
~aragraphe 6.2 p .88 ) confinne cette observation. L'association 
d'une forte teneur en 2,4-D et d'une forte teneur en sucre semble 
res?Qnsable de ce r,hénomène. 
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Tableau 25 Relation entre les niveaux codés des facteurs et les 
concentrations expérimentales des facteurs étudiés. 

Niveaux codés 
des facteurs 

Facteurs 

Xl = 2,4-D en mg/1 

X2 = Kin en mg/1 

X3 = sac en g/1 

- a - 1 

0,636 2,0 

0, 154 0,5 

13, 18 20,0 

0 + 1 + a 

4,0 6,0 7,364 

1,0 1,5 1,841 

30,0 40,0 46,82 

Tableau 26 Résultats de l'influence du 2,4-D, de la Kinétine et du 
saccharose sur le pourcentage de callogenèse après 30 jours 
de pétioles Pl de D. alata cv Brazo Fuerte. 

1 Milieu I Xl I X2 1 X3 , ll , 
1 1 1 1 I ca ogenese I 

% de 

1--------------------1---------------i---------------i---------------i---------------1 
1 1 - 1 1 - 1 1 - 1 1 40 1 
1 2 + 1 1 - 1 1 - 1 1 45 1 
1 3 - 1 1 + 1 1 - 1 1 30 1 

1 4 + 1 1 + 1 1 - 1 1 20 1 

1 5 - 1 1 - 1 1 + 1 1 25 1 

1 6 + 1 1 - 1 1 + 1 1 85 1 
1 7 - 1 + 1 1 + 1 1 60 1 

1 8 + 1 + 1 1 + 1 1 95 1 

,-------------------- --------------- ---------------,--------------- ---------------, 
I 9 - a O I O 10 I 
I 10 + a O I O 75 I 

11 0 - a 0 80 

i 12 0 + a 1 0 85 1 

I 13 O O I - a 2 I 
I 14 O O I + a 90 I 
,-------------------- --------------- ---------------1--------------- ---------------, 
1 15 0 0 1 0 95 1 

1 16 0 0 1 0 85 1 
1 17 0 0 1 0 90 1 

1 18 0 0 1 0 95 1 

1 19 0 0 1 0 85 1 

1 20 0 0 1 0 80 1 
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2.4. - Etude de 3 facteurs à la fois: 2,4-D, kinétine 
et saccharose 

On a réalisé un plan centré con\nosé corrq~let à 3 variables (Xl 
= 2,4-D; X2 = kinétine ; X3 = saccharose) t estées à 5 niveaux. Le 
tableau 25 indique l e s concentrations expérimentales correspondant 
a.ux ni veaux codés. ;\;ous avons utilis,~ 50 exnlants par traitement. 
Les r ésultats obtenus sur les diffé rents milieux sont notés au 
tableau 26. 

Le ·modèle théorioue suivant a. pu être établi 

y= 123,0 + 12,4 x1 

2,3 x2x3 - 12,5 

- 3,3 X2 + 27,4 x3 + 2,7 x1x2 + 7,5 x
1
x
3 

+ 

2 2 2 X1 - 2,4 x2 - 14,9 x
3 

L'adécruation au modèle a été vérifiée (cf tableau 27). Les 
courbes im'lividuelles de réoonse de chaque facteur sont 
représentées sur la figure 11. Les niveaux ontirnum des facteurs 
donnés par le plan centr<; co17\JOSl~ sont : 40 g/1 de saccharose, 5 
mg/1 de 2,4-D et 1 mg/1 de kinétine ; mais les courbes de la 
figure 12 montrent que l e s niveaux de saccharose compris entre 30 
et 45 mg/1, de 2,4-D entre 3 et 6 mq/1 e t de kinétine entre 0,1 et 
1,7 pemettent une honne callogenèse (c'est-à-dire un pourcentage 
de callogenèse supérieur à 87 %). 

3 - MILIEU OPTIMAL DE CALLŒENESE CHEZ LES QUATRE CULTNARS 

Nous avons fait quelques exoériences de callogenèse chez les 
autres cultivars étudiés dans ce travail afin de comparer leurs 
conditions optimales de callogenèse à celle c1e Brazo Fuerte. 

3.1. - Niveau optimal de 2,4-D pour la callogenèse 
d'e~lant Pl 

On a comparé les comportements des quatre cultivars sur une 
gar:1rne de 2, 4-D ( de 0 à 12 mg/1) associé ou non à 1 mg/1 de 
kinétine. 

Les résultats (cf figures 13 à 16) r10ntrent que pour toutes 
les variétés testées, l'optimum de 2,4-D se situe entre 2 et 6 
rng/1. Dans tous les cas, en l'absence de kinétine, des racines se 
développent sur le cal ou sur l'explant. Pour des niveatL~ faibles 
en auxine (2,4-D = 0,5 ou 1,0 mg/1), la callogenèse est plus forte 
dans le milieu sans kinétine. Ce phénomène est plus marquée chez 
D. alata cv Brazo Fuerte que chez les autres cultivars. 

Les courbes de réponse sont assez semblables chez les 
espèces et les seuils de réactions sont les mêmes, cependant 
D. trifida : les cals se développent plus lentement, et 
rarement que chez D. alata. 

deux 
chez 
plus 
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Tableau 27 analyse de variance du modèle proposé 

1 Source de variation 1 1 ddl 1 
l----------------------------1-----------------------------------------I---------------I 
1 Ecart au modèle I E (yo - ym/ = 2003,21 1 10 1 
l----------------------------l-----------------------------------------1---------------I 
1 Erreur expérimentale I E (yc - yc )

2 
= 484,14 1 5 1 

l----------------------------l-----------------------------------------1---------------I 
1 Inadéquation I D. = 1519,07 1 5 1 

1 1 --- 1 1 

F 
obs 

inadéquation 
------------------------ 3, 13 < F 

515 
théorique 
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Y= 100 Arsin 1/f de callogenèse 
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/ 
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-1, 682 -1 0 +1 +l,682 

X 1 

X2 

X3 

niveau x codes des facteurs Xi 

Figure__!:__!:__: Influence de la concentration du milieu en 2,4 D (X
1

), kinetine (X
2

) 

et saccharose {X3) sur le % de callogenèse des oétioles Pl de Q- alata 

{les valeurs de Y sont calculées en fonction des variations de Xi, les 
deu x autres variables étant à l'optimum). 
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Influence du 2,4-D, deJa kinétine et du saccharose sur 
le pourcentage de callogenèse de pétiole Pl de Dioscorea 
alata cv Brazo Fuerte. 
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Pourcentage de eallogenèse à 40 jours 
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Influence de la concentrationen 2,4-D sur le pourcentage de 
callogenèse d'explants Pl de Q.c_ alata cv Brazo Fuerte . 
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FIGURE :14 Influence de la concentration en 2,4-D sur le pourcentage de 
callogenèse d'explants Pl de Q.c_ alata cv Floride. 
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Pourcentage de callogenèse à 50 jours 
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FIGURE 15 Influence de la concentration en 2,4-D sur le pourcentage de 
callogenèse d ' explants Pl de Q..:_ trifida cv Moengo .v. 

Pourcentage de callogenèse à 50 jours 
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FIGURE 16 Influence de la concentration en 2,4-D sur le pourcentage 
de callogenèse d'explants Pl de Q..:_ trifida cv INRA 5-20. 

2,4-D en'•g/1 

Des explants Pl de D. alata (figures13 et 14) et de D. trifida 
(figures 15 et 16) ont été placés sur le milieu MB +-sac 30 g/1 
+ 2,4-D (0 à 12 mg/1) + kin (0 et 1 mg/1). 2 répétitions de 25 
explants par traitement ont été faites. 
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TABLEAU 28: Relation entre les niveaux codés des facteurs et les 
concentrations -expérimentales. 

Niveaux codés! 

I ~es facteurs I · - 1 i O i + 1 1 

1 Facteurs 1 1 1 1 
1------------------------ --------------------1--------------------I--------------------I 
1 1 1 1 1 I Xl = 2,4-0 en mg/1 I 2,0 I 4,0 I 6,0 I 
1--------.----------------,--------------------,--------------------,--------------------, 
I X2 = Kin en mg/1 I 0,5 I 1,25 I 2,0 I 
,-------------------------,--------------------,--------------------,--------------------1 
l ~-=_sac en g/1 L_ ___ 30 I 50 _ _ I 70 I 

TABLEAU 29 Influence du 2,4-D, de la Kinétine et du saccharose sur 
le pourcentage de callogenèse après 50 jours d'explants 
Pl de D. trifida cv MOENGO V et INRA 5-20. 

1 % de callogenèse chez 1 

1 Mi 1 i eu I X 1 1 X 2 1 X 3 1-----------------------------1 
1 1 1 1 1 INRA 5-20 1 MOENGO V j 
--------------1--------------1--------------I--------------I--------------I--------------I 

1 - 1 1 - 1 1 - 1 1 0' 75 1 0' 85 1 
2 1 + 1 1 - 1 1 - 1 1 0,56 1 0,67 1 
3 1 - 1 1 + 1 1 - 1 1 0' 85 1 0' 80 1 
4 1 + 1 1 + 1 1 - 1 1 0, ffO 1 0, 5 6 1 
5 1 - 1 1 - 1 1 + 1 1 0' 45 1 0' 60 1 
6 1 + 1 1 - 1 1 + 1 1 0' 35 1 0' 50 1 
7 1 - 1 1 + 1 1 + 1 1 0' 40 1 0' 46 1 

8 1 + 1 1 + 1 1 - + 1 1 0' 30 1 0' 60 1 
9 1 0 1 0 1 0 1 0' 35 1 0' 36 1 

10 1 0 1 0 1 0 1 0,40 1 0,40 1 

11 1 0 1 0 1 0 1 0,35 1 0,48 1 

12 1 0 1 0 1 0 1 0,45 1 0, 36 1 

13 1 0 1 0 1 0 1 0' 30 1 0' 44 1 

14 1 0 1 0 1 0 1 0, 35 1 0,48 1 
1 1 1 1 1 1 
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3.2. - Etude simultanée des trois facteurs 2,4-D, kinétine 
saccharose chez D. tr1f1da 

A.fin ri '-2tudier 3 f actP-urs 2, la fois nous avons réalisé un 
nlan factoriel à 2 niveaux sur des explants Pl de D. trifida cv 
Moengo V et I NRA 5-20. ;,1ous avons utilisé 50-explants par 
traitenent . Le ta;ücan 28 indique les concentrations 
e)~,._;,rimc~ntales correspondant aux niveal;X codés. Les · résultats 
o})tenus sont donnés c1ans l e tableau 29 . On rieut en déduire que le 
facteur kinétine c'iillls l'intervalle test5 (O, S à 2,0) ainsi que le 
2,4-D (entre 2 et 4 nc.:/1) ont une faible influence sur le 
1,mirccntr1.0c de Cêtlloqcnr!s? co~traire,•1ent au sucre. Les niveaux 70 
<J/1 -2t S0 q/1 sont tro;; cüeves iJOur toutes l es concentrations de 
~:it10tine e t c'1.c 2 , 4-D avec lcsqu.clles ils sont associés. Ils 
-,rovoauent 12 f orn,ati on de cals hyperhydri(1l.lcs CTUi se nécrosent 
très vite cor1l,1e r:ians l e cas è.e D. alata. 

J',fin èe ,,réciser 1 '01, tir.1mn de ces 3 facteurs, nous avons fait 
un nlrm centré co:i:-G )OS·2 conolet rr1ëÜs nous n'avons oas obtenu 
<'1. ' ad~cp.1ation au 1'10~1èle et les r ésultats ne sont. donc pas 
int.:.-: r pré:t2..1-)l es. 

3.3. - Influence du milieu minéral 

nous avons voulu vérifier si la nature du milieu rlinéral 
utilisé (le milieu MS) n'était pas responsable du faible niveau de 
réponse observé chez D. trifida: les milieux MS e t N30 K 
(MAr'<.GARA, 1978 ) ont étéexnerirnentés chez D. alata et D. trifida. 
Le milieu N30K qui contient 30 millimoles d'azote est moins riche 
en azote 0ue le nilieu ns crui en contient 60 millirn.oles (cf 
tableau 5 ~ 26). Les résultats (cf tableau 30) montrent que ces 
deux milieux ne donnent nas des pourcentages de callogenèse 
significativer1ent c1iff8r ents sauf pour D. alata où le milieu de 
callogenèse MS + 2, 4-D 4 r,,g/1 + Kin 1 mg/1 + sac 30 g/1 s'est 
r éve lé si<Jnificativernent r1eilleur que lè milieu N3 0K avec la même 
combinaison hormonale. 

3.4. - Discussion 

La callogenèse d'exolants Pl présente des 
i111:)0rtantes suivant l'esnècc et la vari~té. 

variations 

- Les cals de l'espèce D. alata se développent 
raoidement, au contraire, ceux de D. trifida croissent lentement. 
Ceci pourrait être lié à la viqueurdes lianes au champ: D. alata 
présente un grand développement végéta.tif alors que D. trITida a 
une croissance réduite. Ce même phénomène se retrouve dans le 
microbouturage in vitro: le t auz de multiplication de O. alata 
est d'environ X 3en 2 mois (trois boutures peuvent être prélëvë'es 
à partir d'une bouture) et ce lui de D. trif icla est de X 3 en 4 
mois (d'après èes observations faites sur l e milieu MSO). 



TABLEAU 30 Influence du milieu minéral sur le pourcentage de callogenèse d'explant Pl 
de D, alata cv Brazo Fuerte 

O. TRIFIDA 1 

O. ALATA -------------------------------,-------------------------------1 
1 cv Moengo V J cv INRA 5-20 j -----------------------------,---------------T--------------- ---------------T---------------r---------------T---------------1 

1 1 1 1 1 

HORMONES 
MS 1 N 30K MS I N 30K I MS I N 30K J 

1 1 1 1 1 
en mg/1 1 1 1 1 1 

---------------1--------------- ---------------1---------------1---------------!---------------I 
1 1 1 1 1 

2,4-0 5mg/ 1 90 % ois 60 % 38 % o!s 44 % i 62 % o!s 48 % l 
. ' ' 1 

1 1 1 1 1 1 
Kin lmg/1 

1 1 1 1 1 1 --------------------------,---------------,---------------,---------------,---------------,---------------,---------------, 
ANA 5 1 I· 1 1 1 1 1 

BAP lmg/1 
16 % 1 20 % 1 68 % 1 78 % 1 50 % 1 50 % 1 

ONS I ONS I ONS 1 

1 

()') 
N 
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augmentation relative du poidsfrais après 28 jours 

tiP en % 

p 

2 3 4 5 2,4 Den mg/1 

Figure 1s Influence de la teneur en 2,1 -~_sur la croissance pondérale 
des cals de pétiole Pl de Dioscorea alata. 

Des explants Pl du cultivar Brazo Fuerte ayant subi une phase de callogenèse de 30 jours sur le 
mili~u MC ont été transférés sur le milieu MB + kin 0,5 + sac 30 g/1 + 2,4-0 (1 à 5 mg/1) du 
poids de matière fraiche. 30 explants par traitement ont été suivis. 

augmentation relative du poids frais après 28 jours 

tiP en% 
p 

300 

200 

100 

10 20 30 40 50 saccharose en mg/1 

Figure 19: Influence de la teneur en saccharose sur la croissance pondérale 

des cals de pétiole Pl de Dioscorea alata. 

Des explants Pl du cultivar Brazo Fuerte ayant subi une phase de callogenèse de 30 jours sur le 
milieu MC ont été transférés sur le milieu MB + 2,4-0 2 Mg/1 + kin 0,5 mg/1 + sac (10 à 50 mg/1) 
et nous avons mesuré l'augmentation du poids de matière fraiche. 30 explants par traitement ont . 
été suivis. 
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4 - CHOIX D'UN MILIEU POUR LA CROISSANCE DES CALS 

4.1. - Croissance de l'ensemble du cal 
et de l'explant 1n1t1al 

Apres une phase de callogenèse de 30 jours, des explants Pl 
du cv Brazo Fuerte ont été transf0rés sur différents milieux 
d'entretien. 

Plusieurs concentrations en 2,4-D (de 0,5 à 5 mg/1) et en 
saccharose (de 10 à 50 g/1) ont été expérimentées et 
l'augmentation relative du poids de matière fraiche a été mesurée. 
Les résultats (cf figures 18 et 19) montrent que le 2,4-D entre l 
et 3 mg/1 et le saccharose entre 20 et 30 g/1 pennettent une bonne 
croissance du cal. 

4. 2. - Croissance du cal sé_e_aré _ d~ l 'e~lant initial 

L'influence de diverses concentrations en saccharose sur des 
cals_ séparés de l'explant initial a été étudiée. Les résultats (cf 
figure 20) montrent que le niveau optimum de saccharose se situe 
entre vers 20 et 30 g/1 (la différence n'est pas significative). 

l\BROSHNIKOVA et al. (1971) avaient noté une moins bonne 
croissance des cals de D. deltoidea en présence de 50 g/1 de 
saccharose par rapport a~-nilieu temoin qui en contenait 30 g/1. 
Par contre TJ\L et GOLDBERG (1982) ont observé, chez D. deltoidea 
éqalement une auqrnentation linéaire de la croissance cellulaire 
(~valuée en poids de matière sèche) entre 20 et 60 g/1 de 
saccharose. Nos résultats précisent ceux d'ABRASHNIKOVA et al, par 
contre ils sont totalement différents de ceux de TAL et GOLDBERG. 
Une explication pourrait être qu'un niveau élevé de sucre 
provoque la synthèse d'amidon et de ·substance de réserve qui 
influencent plutôt le poids sec que le poids frais (GAUTHEREI', 
1959). Ces accumulations augmentent le poids de matière sèche mais 
ne mesurent oas la prolifération cellulaire. 

4.3. - Conclusion 

La mesure du ooids de matière fraîche des cals n'est peut 
être pas le meilleur· critère de croissance des cals. Il faudrait 
également étudier l'azote protéique. Cependant nous avons noté que 
les cals qui croissaient lentement à des niveaux élevés de sucre 
et de 2,4-D orenaient une teinte grisâtre et se nécrosaient 
progressivement. Au contraire, ceux qui croissaient rapidement 
qardaient un aspect sain. 

Le milieu l''!E que nous avons choisi (MB + sac 30 g/1 + 2, 4-D 2 
mg/1 + Kin 0,5 mg/1) permet une bonne croissance des cals de D. 
alata cv Brazo Fuerte avec et sans explant initial. Des 
experiences non mentionnés dans ce chapitre nous ont montré qu'il 
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Augmentation relative de poids de matière fraiche après 28 jours. 

200 i llP en % 

150 

100 

50 

0 

p 

•• 

10 20 30 

~\ 
.\ 

40 50 saccharose 
en g/1 _ 

Figure 20 Influence de la teneur en saccharose sur la croissance oondérale 
des cals de pétiole Pl de Dioscorej alata .1solés de 1 'explant initial. 

Des cals d'explants Pl de D. alata cv Brazo Fuerte initié, sur le milieu MC et entretenus sur le 
milieu ME ont été placés sur le milieu MB + 2,4-D 2 mg/1 + kin 0,5 mg/1 + sac (10 - 20 - 30 - 35 -
40 - 45 - 50 g/1). Nous avons utilisé 30 explants par traitement. 
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TABLEAU 31 Influence de la température sur le pourcentage de callogenèse 
d'explant Pl de D. alata et D. trifida. 

1 
250 ' 270 1 300 1 

1 1 1 1 

1 1 1 1 1--------------i--------------1--------------1 
MB + ANA 5 Kin 1 mg/1 j 35 % j 66 % 1 42 % 1 

sac 30 g/1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 

CV 

D. alata 
cv Brazo Fuerte 

1 MC 1 67 % J 97 % 1 83 % 1 
------------------------1-------------------------I--------------I--------------I--------------I 

1 1 1 1 1 
I MB + ANA 5 mg/1 1 1 1 I 

I Kin 1 m 9/ 1 I O % I 4 2 % I 8 3 % I 
1 sac 30 g/1 1 1 j 1 
1 MC 1 0 % 1 48 % 1 92 % 1 
1 1 L 1 1 

D. tri fida 
Moengo V 

Des explants Pl de D. alata cv Brazo Fuerte et D. trifida cv Moengo V ont été placés sur le s 
milie~x de callogenese MC et MB + sac 30 y/1 + kin 1 mg/1 + ANA 5 mg/1. 

TABLEAU 32 Influence de la température sur la croissance pondérale des 
cals d'explant Pl de~ alata cv Brazo Fuerte. 

1 1 1 1 

1 ~ 25° 1 . 21° 1 30° 1 
1 Poids en mg 1 1 1 1 
1------------------------------------- ----------------- ~-----------------1------------------1 
1 1 1 1 1 

Poids initial en mg 1 9,8 1 9,1 1 8,7 1 
1 1 1 1 

(an) 1 (2,7) 1 (2,5) 1 (2,4) 1 

--------------------------------------1 ----------------- l------------------1------------------1 
Poids en mg de l'ensemble cal+ 
explant initial 

1 1 1 1 
1 49,7 1 120,5 1 68,1 1 

1 1 1 1 
(an) 1 (14,4) 1 (55,3) 1 (39,2) J 

--------------------------------------1-----------------~ -----------------1------------------1 
Poids en mg de l'ensemble cal+ 
explant initial après 60 jours 

( a n) 

1 1 1 1 1 103,7 1 309,9 1 184,1 1 
1 1 1 1 1 (36,6) 1 (214,5) 1 (139,8) 1 
1 1 1 1 

Des explants Pl de D. alata tv Brazo Fuerte ont été placés sur le milieu de callogenèse MB + 
2,4-D 3 mg/1 + kin 0,5 mg/1 + sac 30. Ils ont été reryiqués sur le même milieu après 30 jours. 
Nous avons utilisé 24 explants par traitement. Cette expérience a été menée en tube. On a 
mesuré le poids de Llatière fraiche des explants initiaux et de 11 ensemble cal+ explant 
initial après 30 jours et 60 jours. Le milieu employé ici a permis à la fois l'initiation 
et l'entretien du cal. 
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oennet également la croissance des cals de D. alata cv Brazo 
Fuerte et D. trifida cv INRA 5-20 et ~oengo V. 

Nous n'avons nas cherché à optimiser ce milieu, notre but 
n'étant pas la recherche è 'un ni.lieu de croissance rapide c~es 
cals. En effet , il ne semble pas y avoir de corrélation entre la 
rapicli..té de croissance du cal et son aptitude à l 'onJanogenèse. 
Dans certains cas au contraire, l es cals à croissance-rapide ne 
sont oas organogènes (CHATURVEDI et al., 1974). 

5 - INFLUENCE DES FACTEURS PHYSIQUES SUR LA CAI..J.ŒENESE 
ET LA CROISSANCE DES CALS 

5.1. - Influence de la température 

5.1.1. - Influence de la température sur la callogenèse 

L'influence de trois températures : 25, 27 et 30° C + 1° C 
sur le pourcentage de callogenèse a été étudiée chez D. alata et 
D. trifida. Les résultats du tableau 31 montrent quesi la tempé
rature de 27° C semble optimale pour la callogenèse de D. alata, 
elle est nettement sous optimale pour la callogenèse de Do° trifida 
qui s'exprime beaucoup mieux à 30° C. Cependant-meme a 
30° C la callogenèse àe D. trifida est plus lente que celle de D. 
alata. Malheureusement, dans la suite de ce travail, les expérien
ces ont été menées à 27° C pour des raisons pratiques. Il est 
possible que les faibles résultats de la callogenèse et de la 
néoformation chez D. trifi<la puissent être partiellement attribués 
à un besoin d'une ter,roerature plus élev<;e que 27 ° C. 

5.1.2. - Influence de la température 
sur la croissance des cals 

On a mesuré l'influence de la tem[X~rature sur l'augmentation 
du poids de matière fraîche d'explants Pl. Les résultats du 
tableau 32 confirment que, chez D. alata cv Brazo Fuerte, la 
température de 27° C+ 1° C est optimale. Les écarts-types très 
élevés des résultats après (-jQ jours sont dus au fait que quelques 
explants de l'échantillon de dé!)art n'ont pas initié de cal, leurs 
poids a donc peu évolué conparativement à l'ensemble des autres. 
Cependant l'observation des cals et la moyenne de leur poids 
indiquent clairement qu'ils se développent mieux à 27° C. 

5.2. - Influence de la lumière 

,Le but de cette expér!ence éta~t d'étudier l'influence de la 
lumiere sur la callogenese mais egalernent le noircissement du 
milieu. Des observations antérieures semblaient montrer que le 
niveau de cytokinine et de sucre dans le milieu ainsi que la 
lurnière intervenaient dans le phénomène de rejet de substances 
colorées. Celles-ci seraient dues à l'oxydation des composés 
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Relation entre les niveaux codés des facteurs et les 
conditions expérimentales. 

: Niveaux codés des facteurs : - 1 O : 1 

1--------------------------------i------------------- -------------------1-------------------

: X 1 = saccharose 1 20 30 1 40 

1------------------------------- 1------------------- ------------------ 1 ------------------
1 1 1 
1 X2=Kin 1 0,5 1 1 1,5 

1 1 1 1------------------------------- 1------------------- -------------------1-------------------
1 X 3 = lumière I Obscurité - 1 Lumière 

1 1 1 

TABLEAU 34 

1 1 
1 Milieu 1 

X 1 

Influence du saccharose, de la Kinétine et de la lumière 
sur le pourcentage de callogenèse et sur le noircissement 
du milieu au cours de la callogenèse d'explant Pl de 
D. alata cv Brazo Fuerte. 

% de Noircissement 1 
X2 X3 callogenèse du mi lieu 1 

1 ------------- 1 ------------- ------------- ------------- ------------- ------------- 1 
1 1 1 - 1 - 1 - 1 9 % 1,5 
1 2 1 + 1 - 1 - 1 22 % 1,5 
1 3 1 - 1 + 1 - 1 3 % 11 2 
1 4 1 + 1 + 1 - 1 50 % 1, 5 
1 5 1 - 1 - 1 + 1 16 % 1,5 
1 6 1 + 1 - 1 + 1 25 % 2,0 
1 7 1 - 1 + 1 + 1 6 % 1,6 
1 8 1 + 1 + 1 + 1 75 % 
1--------------1-------------- -------------

1,4 

--------------1-------------- --------------
1 
1 
1 

1 

1 
1 
1 
1 

9 1 0 0 + 1 1 50 % 1,4 
10 1 0 0 + 1 1 53 % 1,8 
11 1 0 0 + 1 1 56 % 1,6 
12 1 0 0 + ' 1 1 62 % 1, 5 
13 1 0 0 + 1 1 60 % 1,2 
14 1 0 0 + . 1 1 58 % 2,4 

1 1 

Des explants Pl de Q• alata ont été soumis aux différentes conditions 
expérimentales indiquées dans les tableaux 33 et 34. La callogenèse a 
été évaluée à 30 jours . 30 explants par traitement ont été utilisés. 
Le noircissement du milieu a été noté de 0 à 4, les chiffres indiqués 
dans le tableau correspondent à une moyenne sur 10 boites de Pétri (3 
explants par boites). 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
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phénoliques et auraient un effet toxique (CHEVRE, 1985). La 
iuraj_ère agit sur certaines enzymes intervenant dans le métabolisme 
des composés phénoliques et favorise le rejet de composés 
;,:ihénoliques oxydés (DURAND-CRESS'i'i'ELL C::t NI'I'SCH, 1977) . 

Un ;'.)lan factoriel à 2 niveau.'< a été réalisé a partir 
d'ex0lants Pl de D. alata cv Brazo Puerte. Le tableau 33 indique 
les conditions experfaientales correspondant aux niveaux codés. 
nous avons c~tudié 3 facteurs it la fois : le saccharose (Xl), la 
kinétine ( X2) et la lwnière ( X3) avec le rülieu MR + sac 2, 4-D 
4rr.g/l. Les rc;sultats du tableau 34 montrent que le noircissement 
est à peu nrès l e mêne dans tous les traitements. Ainsi, ni le 
saccharose ou la kinétine at1,'< doses testées, ni la présence ou 
l'absence de lunüère n'influence siqnificativement le noircisse
ment c:.u nlilieu. Par contre, la lwniêre sernble avoir une influence 
positive sur le pourcentage de callogenèse nais la différence 
n'est sisnificative que dans un des traitements et pour des 
raisons pratiques les expériences de callogenèse ont toutes été 
menées à l'obscurité. 

6 - ETUDE CYTOLŒIQUE DE LA CALLŒENESE 

6.1. - Etude de la callogenèse sur milieu r-c 

Des explants Pl de D. alata cv Florido ont été placés sur le 
milieu de callogenèse MCet des coupes cytologiques ont été faites 
sur l'explant initial et après 5, 10, 15, 20 et 40 jours de 
callogenèse. Ces coupes mont~ent que l'explant initial ne contient 
pas de méristèmes primaires ni secondaires et que le cal se 
développe à partir des cellules périvasculaires (cf photos 11 à 
16). Après 20 jours sur le milieu de callogenèse, on observe la 
désorganisation de l'explant initial et la multiplication des 
cellules à partir des restes de vaisseaux libero ligneux. Des 
counes de cals après i!Q jours sur le milieu MC montrent une 
structure peu organisée formée de petites cellules en division (cf 
rhotos 17 et 18). 

La rnême étude menée 
le cal se développe 
péri vasculaires. 

sur le cultivar Brazo Fuerte montre que 
également à partir des cellules 

6.2. - Etude de la callogenèse sur milieux riches 
en saccharose et en 2,4-D 

Des explants Pl de D. alata cv Brazo Fuerte ont été placés 
sur le milieu MB + saccharose 50 g/1 + 2,4-D 5 mg/1 + kin 1 mg/1. 
Des coupes ont été faites à 10, 20 et 30 jours. Elles montrent un 
gonflement des cellules du parenchyme corticale sans rrue la 
structure interne de l'explant soit profondément modifiée. 
L'augrnentation de volume de l'explant initial qui correspond à un 
cal soufflé hyperhydrique peut s'expliquer par le gonflement 
isodiamétrique des cellules contenues dans l'explant initial et 
non par une prolifération cellulaire. Les photos 19 et 20 
montrent l'F.ls?ect dégénérescent de ce cal après 30 jours. 
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Explant Pl après un passage de 10 jours sur le milieu MC 
(G: X 50) 
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Explant Pl après un passage de 15 jours sur le milieu MC 
(G : x 50) 
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PHOTO l5. 

PHOTO 16 
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Début de callogenèse après 20 jours (G X SQ) 
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Des explants Pl du cv Florido ont été placés sur le milieu MC. Après 
20 jours, des coupes ont été faites dans la région du départ des 
nervures où se développe un cal visible. 
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Cette observation confirme les mauvais résultats obtenus pour 
l'initiation et l'entretien des cals avec les nu.lieux riches en 
saccharose associés à de fortes teneurs en 2,4-D. 

6.3. - Discussion 

Le 2,4-D a des doses élevées provoque l'hynerhydrie des 
cellules (GAUTI-IT:i:RI~T, 1959) et nous avons effectivement observé que 
la première réaction des eXJ:-,lants Pl de D. alata nlacés sur milieu 
riche en 2,4-D est une augmentation devolume des cellules du 
parenchyme cortical. Si la concentration en saccharose est forte 
(50 q/1) le gonfle~ent des cellules est intense alors que la 
rr1ultüüication cellulaire est très réduite, les cellules sont 
hyrertro?hiées avec une grosse vacuole centrale et elles tendent à 
se sénarer les unes des autres. Si la concentration en sucre est 
plus · faible, la prolifération des cellules périvasculaires est 
activée au bout d'une vingtaine de jours et le passage des cals 
après 4 semaines sur le milieu ME, moins riche en 2,4-D réduit la 
réaction hyperhydrique. 

Aucune étude cytologique de la callogenèse n'a été publiée à 
notre connaissance sur les Dioscoreae mais il en existe sur des 
fa.milles proches HUNAULT (1979 d) note que les besoins en 
honnones de croissance des cals dépendent du tissu dont ils 
proviennent. Ainsi les cals issus des parenchymes liberien peuvent 
se former en présence d'auxine seule (cas des fragments de tige de 
Sanseveria et Dracaena) tandis que ceux issus des parenchymes 
corticaux et medullaires nécessitent l'association d'une auxine et 
d'une cytokinine (cas des cals issus de fragments d'entreneouds 
d' asperge) • Nous avons également pu constater que les cals de 
pétiole de D. alata c~1i sont issus des parenchymes entourant les 
faisceaux libero ligneux ?euvent se développer en l'absence de 
cytokinine. Dans ce cas, les explants présentent à la fois une 
prolifération cellulaire de l'organogenèse de racines et des 
réactions hY:1erhydriques sur le milieu de callogenèse. Ceci 
rapelle les travaux de GAUTHERET (1959) qui avait mis en évidence 
que l'induction de cals et de racines ainsi que la transformation 
hyperhydrique étaient provoquées par les auxines et que les trois 
phénomenes [-)OUrraient se nroduire simultanément (par exemple chez 
Parthenocissus quinguefolia). 

7 - CONCLUSION 

Les différentes exp2riences que nous avons réalisées nous ont 
permis de cerner les conditions de callogenèse d'explants Pl 
nous avons retenu le nu.lieu MB + 2, 4-D 5 rng/1 + kin l rng/1 + 
saccharose 30 g/1 (appelé milieu MC). Nous avons choisi un niveau 
légèrement sous optimal de sucre en raison de la réaction 
hyperhydrigue indésirable que nous avons observé en présence de 
niveaux élevés d'auxine et de saccharose. Mais nous avons gardé de 
fortes concentrations en 2,4-D et kinétine. En effet l'objet de 
notre étude est de mettre au point les conditions de culture in 
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vitro des cals en vue d'obtenir des variations somaclonales. Or 
des teneurs élevées en régulateur de croissance sont susceptibles 
de ~rovoquer des bouleversements cellulaires générateurs de 
variations. Par ailleurs, les résultats du tableau 24 montrent que 
le po~rrcentage d 'organogenèse est identique pour des cals induit 
en presence de 0,5 a 5 mg/1 de 2,4-D. 

Des mesures du poids de matière fraiche des cals ont mis en 
0vidence la nécessité de réduire le 2,4-D dans les milieux 
d'entretien. Nous avons également baissé le niveau de kinétine en 
raison de l'interaction mise en évi dence entre ces deux facteurs. 
Nous avons clone retenu corn,'1-ie milieu c1' entretien des cals (ME) le 
milieu .MB = sac 30 g/1 + 2,4-D 2 mg/1 + kin 0,5 mg/1. 

Dans 
point les 

la suite de ce travail nous avons essayé de mettre 
conditions de néofonnations des cals cultivés sur 

milieux !l!C et ME . 

au 
les 
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8 -RESUME 

Des milieux qui permettent l'induction et l'entretien des 

cals fornés à partir dü fragnents de feuilles ?l ont été nis au 

noint chez D. alata et D. trific:a . Le 2, 4-D, le I-·K:PA, le picloram 

e t l' o. 2, 4, 5-T se sont r2v0lé:s efficaces pour induire la 

calloqenèse. Les cals c11ltiv,~s en pr-:;;sence de 2, 4-D ont présenté 

un meilleur 1JOurcentage cle néofoIT1ations ulté rieures et cette 

auxine ?. donc (~té 1itilisi~e nour tenter d 'optir.liser les conditions 

de callogenèse. De faibles teneurs en cytokinine (entre 0,25 et 

1, 0 ri.c1/l) sont nécessaires f)OUr inhiber le développement de 

racines. Une étude de trois f acteurs variant si.F1ultané.ment (2,4-D, 

sucre et }:inétine ) a été réalisée à l'aide d'un plan centré 

corri:,osé et les combinaisons ortimales ont été précisées : 2, 4-D ( 3 

à 5 ng/1) + kinétine (0,5 à l mcy/1) + sac (30 a 40 mg/1). Le 

milieu f'!C a été retenu. Des mesures clu poids de matière fraiche 

des cals ont renus de r1éfinir un nùlieu d 'entretien des cals 

(milieu ME) . 

Par ailleurs, la température influence de façon significative 

la càlloqenèse, le rôle de la lunùère est rnoins net. 

L'étude histoloqique 

cellules I)érivasculaires. 

montre que les cals sont issus des 



·· -- - -- ---- --· . . - . -- -- ---
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CHAPITRE 5: ORGANCGENESE DE TIGES 



Tableau 36 Influence de diverses phytohormones sur le pourcentage de néoformations de tiges 
à partir de cals d'explants Pl de D. alata cv Brazo Fuerte et D. trifida cvs 
Moengo V et INRA 5.20 (% de cals ayant donné au moins une tige~près 4 moisi 

i phytohormones i AIA 0,5 AIB 0,5 NOA 0,5 ANA 0,5 ! 2,4--0 O,~ Kin 1 Kin 2 - 1 2 , 4-□ 0,0 2 !témoin 
j / 1 1 BAP 2 1-----------------------j sans 
/ j BAP 2 BAP 2 BAP 2 BAP 2 j BAP 2 BAP 1 j . j • j • j hor-

j j j j kin 8 !Kin lOI Kin 20jmones 

1-------=I--- --- --- ---1--- --- --- ---1---1--1--1--

1 O. tri fida 1 1 1 1 1 1 

cv Moen go V l O % 0 % 0 % 0 % l O % 0 % 0 % 0 % l O % · l O % : 0 % l O % 

1 1 1 1- 1 1 1 --------------------,-------- -------- -------- --------,-------- -------- -------- --------i--------,------r-------,-------, 
D. tri fi da 1 1 1 1 1 1 1 
cvINRA5.20 j 0% 0% 0% 0% j 0% 0 % 0% 0% j 0% . j0% 10% i 0% j 

1 1 1 1 1 1 1 1 
--------------------1--------1-------- -------- --------!-------- --------1--------1--------1--------l------l--------!-------I 

□ alata 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

c~ Brazo Fuerte : * : 4 % 8 % 4 % l 4 % l 4 % : 4 % l 4 % l O % : 0 % ! () % : 4 % : 

1 1 1 1 1 1 1 1 . 1 · 1 1 

* 1 cal de deuxième génération qui, transplanté sur AIB 0,5 SAP 2, a donné plusieurs 
tiges 12 mois après la mise sur milieu de néoformation. 

Des cals d'explants Pl initiés sur le milieu MC et entretenus sur le milieu ME Ont été transférés sur le milieu MB + sac 30 g/1 
additionné de diverses phytohormones. Nous avons utilisé 25 cals par traitement pour cet essai. 

'..D 
Ç;.) 



CIDARC - BIBLIOTHEQUE 

Dans un oremier temps on a cherché à mettre au point des 
iiùlieux d'organoqenèse à partir des cals initiés et entretenus sur 
l e s milieux à forte teneur en atLxine. Puis on a essavé d'induire 
des néofonnations de tiges après une courte phase callogène. Une 
é tude cytologique a été faite pour tenter d'éclaircir ces 
ph(3nornènes . 

1 - ORGANŒENESE DE TIGE A PARTIR DE CALS INITIES ET ENTRE'TENUS 
SUR DES MILIEUX RICHES EN AUXINE 

1.1. - Influence des phytohonrones sur la néofonnation 
de tige 

1.1.1. - Etude préliminaire 

Les nùlieu..'-:: c1' orqanoqenèse trouvés dans la bibliographie sur 
Dioscorea sont variés (cf tableau 3 p 15) : certains contiennent 
une tres forte teneur en kinétine (6 à 12 mg/1) associée à 0,01 
rng/1 de 2,4-D (H.i'.\SCARENHAS et al., 197G ; SINGH, 1978, 1982) ; 
ASOJ<AN et al., 1983) ; d'autres ne renfennent que des cytokinines 
à des concentrations plus faibles, 2 à 3 ;-ng/1 (MASCARENHAS et al., 
1976 ; J'IJ•-'.IMIRA'ID, 1982, 1984) ; d'autres encore présentent 
l'association d'une cytokinine (de 0,25 à 2 mg/1) et d'une auxine 
(ANA, AIR ou 2,4-D) (GREWJ>J., et ATAL, 1976 ; SINHA et CHATURVEDI, 
1979 ; DATTA et al., 1981 ; SENGUPTA et al., 1984 ; KOUASSI 
et al., 1984). - -- -- --
- --

Nous avons donc expérimenté di vers cornbinaisons honnonales 
qui reprennent toutes ces données (cf tableau 36). 

Chez D. alata, seuls les milieux contenant 8 à 12 mg/1 de 
kinétine n'ont pas 'Y=rmis la régénération. Tous les autres 
rülieux, iitême le témoin s ans horn10ne, ont donné un faible 
pourcentage de néoformation. Aucun résultat positif n'a été 
observé sur D. trifida. Les cals placés sur ces milieux 
noircissent petit a petit et des cals secondaires se développent 
sur les cals primaires et parfois sur des r e stes d'explants 
initiaux. Les néofonnations apparaissent sur ces cals secondaires 
après 60 jours (cf photo 21 ) • 

On a par la suite recherché à améliorer les concentrations 
d 'auxine et de cytokinine dans le milieu de néofonnation. 

1.1.2. - Influence de la concentration en AIB sur 
le pourcentage_q'organog_enese 

Une auxine c:rui avait donné une néofonnation dans l'essai 
préliminaire, l'AIB, a été utilisée dans cette expérience en 
association avec la BAP. Les résultats du tableau 37 montrent que 
la présence d'AIB entre 0,5 et l mg/1 améliore le pourcentage 
d'organogenèse. Une concentration de 0,5 mg/1 d'AIB a donc été 
retenue pour l'étude suivante. 
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Influence de la concentration en AIB sur le pourcentage de 
néoformation de tiges à partir de cals d'explants Pl de 
D. alata cv Brazo Fuerte (observation après 5 mois). 

1 
~ o.o 

1 
0,5 

1 
1.0 l 1,5 

1 
2.0 

1 1 BAP (mg/1) 1 j j I j 1 
,------------------------ ------------,------------,------------1------------i------------1 
1 0 1 2 0/ 1 8 0, 1 4 0/ 1 0 0, 1 0 0/ 1 1 1 5 1 . /0 1 . /0 1 /0 1 /0 1 /0 1 
l-------------------------!------------!------------l------------1------------1------------I 
1 1 1 1 1 1 1 
1 2 1 2% 1 4 % 1 6% 1 2 % 1 0% 1 
1 1 I_ _ _ 1 _ _ _ _ _ J _ 1 1 

Des ;.cals d~explants Pl iriitiés sur le milieu MC et_ entretenus sur le milieu ME 
ont été placés sur le milieu MB + sac 30 g/1 + BAP (0 - 2 mg/1) + AIB 
(0 - 0,5 - 1,0 - 1,5 -2,0 - mg/1). Deux répétitions de 25 explants par trai
tement ont été réalisés. 



:ytoki-
nine 

kin 

Tableau 38 

Niveau del 
cytokininel 

(mg/1) I 0 

1 
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Influence de la concentration en kinétine et en BAP 
sur le pourcentage de néoformations de tiges d'explants 
Pl de D. alata cv Brazo Fuerte. 

0,5 2 4 8 12 

1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 ----------,----------,----------,----------,----------,----------,----------

1 8 % l 4 % 1 4 % 1 2 % 1 0 % 1 0 % 0 % 

------------------- l----------l ----------l----------l----------1----------1----------,----------

BAP l 6 % : 4 % : 2 % l 4 % l o % l o % 0 % 

1.. 1 1 1 _ l _ _ 1 

les cals d'explants Pl initiés sur le milieu MC et entretenus sur le milieu ME 
>nt été placés sur les milieux MB + sac 30 g/1 + AIB 0,5 mg/1 + kin (0 à 12 mg/1) 
)U BAP (0 à 12 mg/1) 2 répétitions de 25 cals par traitement ont été faites. 
:observation après 4 mois). 

\ 
\ 
\ 

% de neoformation de tiges 

\ -~ 

..,__ __ .,,.. 

------0 - -----0 

• • 

cv Brazo fuerte 
cv Floride 
cv INRA 5-20 
cv Moengo V 

' ~-- '""' •·... ~~ '""' 
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1 2 3 

FIGURE 21 

'--... 
..... _____ - --- - - - ----------

4 5 6 7 8 

BAP en mg/1 

Influence de la concentration en BAP sur le pourcentage de 
néoformations à partir de cals de noeuds. 

is cals de noeuds initiés sur milieu MC et entretenus sur milieu ME pendant 3 
!piquages (90 jours) ont été placés sur les milieux MB + sac 30 g/1 + AIB 0~5 mg/1 + 
~P ( 0 - 0,5 - 1,0 - 2,0 - 4,0 - 8,0 - 12,0 mg/1). Deux répétitions de 25 cals par 
~aitement ont été réalisées sur D. trifida cv M0engo V et INRA 5-20 et sur D. alata 
r Brazo Fuerte et Floride (observations après 4 mois). - ---
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1.1.3 - Influence de la concentration en cytokinines 
sur l'org___9I1ogenese 

Dans une nrenière nhase, on a comparé les effets de la 
}~in,?tine et de la }:l\P sur l 'organogenèse des cals c1' exrlants Pl de 
D. ala.ta. Les résultats du tableau 33 montrent ciue les deux 
cytokinines donnent des pourcentages d'organogenèse très 
senblaJ,l cs. En l'absence de cytokinincs, des racines se développent 
sur le cal mais cela n ' er,1,,êche pas la formation de tiges qui 
2nparaissent après les racines et souvent dans la même région du 
cal. Sur les :iülieux olus riches en cvtokinines (à nartir de l 
nrr/1), on n'ohserve olu~ de rhizogcnèse~ · 

(·Ious avons tenté de VP.rifier si ces résultats se confirmaient 
sur l es autres cultiv<1rs. Etant donn& l es échecs rencontrés avec 
les cals cl ' ex:,lants Pl chez D. trifida dans les essais 
0n~lir'linaires, cette expérience a été realisée avec des cals de 
noeuds. D' aprt;S les résultats obtenus au chapitre 3, ce type de 
cal donne un 1::iourcentage c1 'organogenèse élevé chez les ciuatre 
cultivars é tudiés . Pour ~viter l e oéveloooement nlus ou moins 
direct des œristèmes primaires contenus da~s les noeuds , on a 
utilisé des cals sé,)aré.s cîe l' explant initial après 120 jours de 
culture. Les résultats de la figure 21 montrent que chez les 
quatre cultivars testés l es µourcentages de néofonnation diminuent 
nc~tte::1ent au delà de 2 :ng/1 de BAP. Il est à noter que les tiqes 
développées dans le r•Ülieu contenant 8 r1g/l de BAP se sont 
nécrosées ainsi que l e cal qui leur avait donné naissance,45 jours 
après leur ay:mar i tion. 

On peut donc conclure de ces deux ex;,ériences que la présence 
d 'une cytokinine dans le milieu d 'orqanogenèse n'est pas 
indispensable. Des ni veau,'< é l evés de cytokinine ( au delà de 2 
m<]/l) inhibent DresCf1.1e tota.le .. ment l es f)Ossihi lités de néofonnation 
chez les quntr e cultivars étudiés. Ces résultats rappellent ceux 
obtenus sur de nonhreuses J.t:onocotyll~dones chez l esquelles la 
~roduction de tiges est plutôt due· à lo r~duction ou à 
l' é limination de l'auxine dans ce milieu (Cl-Ir:2-"IG et SMITH, 1974 
HA.BORS, 19 trn ) • 

Cependant les ::nilieux cl.'organoqenèse qui ont été publiés sur 
les Dioscorea.e contiennent tous des cytokinines à un niveau 
parfois tres c, levé . A notre connaissance, seuls GR.1'., .... WAL et ATAL 
( 1976) ont essayé des milieux totaler1ent dépourvus de cytokinines 
et ils ont :-10ntré que la présence de BAP entre 0,25 et 0,5 rng/1 
augmentait considérablenent la fréquence des néoformations. 

Il se pourrait que certaines variétés soient plus 
aux cytokinines. Chez la variété Brazo Fuerte de D. 
exeri,ple, des doses de cytokinine supérieures à l mg/1 
I'l.ilieu de microbouturage inhibent très fortement la 
des vitroplants (MJ30IZA, 1985). 

sensibles 
alata par 

dans le 
croissance 
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Tableau 39 Influence de la concentration en sucre sur le pourcentage 
de néoformation de tiges à partir de cals d'explantsPl de 
D. alata cv Brazo Fuerte. (observations après 5 ·mois). 

1 Sac ( g/ 1) 1 10 1 20 1 30 1 40 1 50 1 80 1 
1 Mi lieu 1 1 1 • 1 1 
1-------------------1------------ ------------1------------ ------------1------------1------------I 
1 1 1 1 1 1 
1 Témoin sans 1 0 % 8 % 1 8 % 0 % 1 0 % 1 0 % 1 
1 hormone 1 1 1 1 1 
1-------------------1------------ ------------1------------ ------------1------------1------------I 
1 AIB 0,5 1 2 % 16 % 1 20 % 4. % 1 2 % 1 0 % 1 
1-------------------1------------ ------------1------------ ------------1------------1------------! 
1 AIB 0,5 BAP 2 1 0 % 8 % 1 10 % 2 % 1 0 % 1 0 % 1 
1 l _ _ _ I__ _ _ _ _ 1 1 J 

Des cals de pétioles Pl Initiés sur milieu MC et entretenus sur le milieu ME 
ont été placés sur le milieu MB + sac (10 - 20 - 30 - 40 - 50 - 80 g/1) + AIB 
0,5 mg/1 + BAP (0 - 2 mg/1). Deux répétitions de 25 explants par traitement ont 
été réalisées. 



1 

1 

1 

1 

1 Cals formant 

TABLEAU 40 Influence de la forme et de la quantité totale d'azote sur le pourcentage de néoformation 
de tiges chez _Q..:_ alata cv Brazo Fuerte. 

Différentes formes 
N 30 K 1 MS normal 1 MS normal+ 1 MS modifié Milieu de SINGH 1 Mi lieu de SINGH + 

d'azote dans les 
N total = 30 mM 1 N total = 58 mM 1 glutamine 7 mM 1 N total= 60 mM 1 1 N total= 65 mM 1 

N total = 35 mM I glutamine 7 mM 
1 

N réduit=~= 0,25I N réduit= 20 = 0,5: N réduit='!}__= 0,71 N réduit= ~5 = 0,7 
N oxydé 24 1 N oxydé 38 1 N oxydé 38 1 N oxydé 3 

N réduit 
N oxydé 

= 1, 0 
1 N total = 43 mM 

1 des tiges 

IN réduit= 1,4 
IN oxydé 

1------------------------------------- --------------------1--------------------
1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

Cals formant des tiges 
4 % 4 % 

en pourcentage ' · 
2 % 4 % 34 % 

I 
1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

Des cals d'explants Pl de D. alata cv Brazo Fuerte initiés sur MB + sac 30 g/1 + ANA 4 mg/1 + kin 0,5 mg/1 
ont été placés sur différents milieux de façon à tester une gamme de rapport N réduit/N oxydé (de 0,25 à 
1,4). Ces milieux de régénération contenaient 30 g/1 de saccharose, 0,5 mg/1 d'AIB et 2 mg/1 de BAP. Deux 
répétitions de 25 explants par traitement ont été effectuées. On compte le nombre de cals ayant donné au 
moins une tige après 6 mois de culture. 

4 % 
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1.2. - Influence de la concentration en sucre 
sur le pourcentage de call()(J_enese 

Diverses concentrations de saccharose ont été expérimentÉ!es 
sur ~es cals cultivés en présence de 30 g/1 de sucre. · 

Les rourcentages cl' or~1anogenèse l es iJlus élevés sont obtenus 
ëlvcc 20 et 30 g/1 de saccharose (cf tableau 39). 

Ceci confin;1<'~ l es observations faites sur l'induction et la 
croissa.nce ~i.:,S cals rnü ont une Eleilleure structure sur les 
rulieux contenant un niveau moyen de saccharose (20 à 30 g/1). Les 
chocs osr,1otiques (repi(Jllage sur ,nilieu contenant 10 ou 50 g/1 de 
saccharose) n'ont cî.onné aucun résultat positif dans les deux 
ré'Jétitions cJe cette expérience, contrairement aux résultats 
obtenus sur d'autres é.llantes (KOCHBA et BUTI.'ON, 1974). 

1.3. - Influence de l'azote 

1.3.1. - Influence de la forrœ et de la quantité d'azote 

SINGH (1973) a montré que la présence s:unultanée d'ions 
ammonium et d'ions nitrates était indispensable dans le milieu 
d'organogenèse pour obtenir des embryons à partir de cals de D. 
deltoidea. Mais, à notre connaissance, aucune étude n'a été faite 
sur les rapports entre azote oxydé et azote réduit ainsi que sur 
la quantité d'azote total à apporter au milieu d'organogenèse chez 
les Dioscoreacées. Et en particulier il n'a pas été publié de 
comparaison entre le milieu minéral de SINGH et le milieu i'1S. 

Nous avons donc e:>q,érirnenté différents rapports N oxydé/I-J 
réduit. Les résultats du tableau 40 montrent gue le milieu r--'S 
modifie avec 500 mg/1 d'azote ?roposé·~ar SINGH, (1978) a donné 
les meilleurs résultats. Les régénérations apparaissent très 
lentement sur ce milieu (entre 135 ët 250 jours après la mise sur 
nilieu organogène) alors qu'elles étaient apriarues entre 60 et 90 
jours sur les autres. 

Le milieu de SINGH (1978) se caractérise à la fois par un 
rapport N rédui t/N 0:>-.7Ydé nlus élevé que le milieu r,:S et par un 
niveau d'azote plus faible. Ces cJeux aspects pourraient expliquer 
une r~nonse dif f(;rente des cals sur ce rnlieu. Mais le milieu 
tDOK, qui possède un niveau d'azote comparable à celui du milieu 
de SINGH a donné un très faible pourcentage de néoformation. Et 
les milieux présentant un rapport N réduit / N O:h7Ydé de 0, 7 et 1,4 
n'ont t:ias fourni de meilleurs résultats. La quantité d'azote total 
(entre 30 et 60 mM) et l'équilibre entre l'azote oxydé et l'azote 
réduit (entre 0,25 et 1,4) ne semblent dont pas avoir une 
influence déterminante sur l'organogenèse de tiges. 
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Tableau 41 Comearaison des pourcentages d'organogenèse de tiges 
apres 6 mois sur les milieu. · MR et S30. 

Milieux MR S30 

!----------------------!--------------------!-------------------
Nombre de cals 
ayant régénéré une 
tige 

3/50 4/50 

Des cals d'explants Pl de D. alata cv Brazo Fuerte initiés sur MC et entretenus 
sur ME ont été placés sur les milieux MR (milieu minéral MS) et S 30 (milieu 
minéral de SINGH, 1978). 

Ces milieux renferment du saccharose 30 g/ 1 et deux phytohormones, une auxine 
(AIB = 0,5 mg/1) et une cytokinine (BAP = 2 mg/1). 

TABLEAU 42. Influence de l'adénine sur la néoformation de tiges à partir 
de cals de pétioles Pl de .Q.:_ alata cv ~razo Fuerte. 

I Milieu ~! O 1 25 1 50 1 100 ! 
1 organogène 1 1 1 1 
1-------------------------'--------------:--------------:--------------'---- 1 
1 MB + sac 30 g/ 1 1 1 1 1 - 1 
1 IBA 0, 5 mg/ 1 + BAP 1 3 % 1 0 % 1 0 % ! 0 % 11 
1 0,5 mg/1 1 1 1 1 
:-------------------------1--------------l--------------l--------------l--------------1 
1 MB + sac 30 g/ 1 1 1 1 1 1 
I ANA 0, 5 mg/ 1 + BAP 

1
1 3 % 1 3 % 1 0 % 1 o % 1 

I 0, 5 mg/ 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 

TABLEAU 43 Influence de la glutamine sur la néoformation de tiges à partir 
de cals de pétioles Pl de .Q.:_ alata cv Brazo Fuerte. 

1 Gluta•ine •g/1 

1 Milieu , 1 0 1 100 1 200 1 500 1 800 I 
I organogene 1 1 1 1 1 ! 
,------------------------- ---------i---------1---------1---------1---------, 
1 1 1 1 1 1 1 
j MB + sac 30 g/ 1 1 6 % ! 3 % 1 0 % ! D % 1 0 % 1 
1 ANA 0, 5 mg/1 + BAP ! ! ! 1 ! ! 
1 0, 5 mg/ 1 1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 1 
1 1 1 L L L 1 

Des cals de pétioles Pl initiés sur MC et entretenus sur ME ont été placés 
sur des milieux organogènes additionnés de diverses concentrations d'adenine 
(cf tableau 42) ou de glutamine (cf tableau 4 3) . Dans les deux cas une 
répétition de 30 cals par traitement a été réalisée. 
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Une autre narticularib? du milieu de SINGH est sa très faible 
teneur en pot2.ssiurn qui joue peut-être un rôle dans l'apparition 
des néofonJations. Le ranport K/Ca (en milliéquivalents par litre) 
est d'environ 3 dans les milieux N30K et VhS , alors qu'il n'est que 
cJc 0,2 dans le milieu de SI1'1GH. Cenenc1ant, le milieu de SINGH, 
aclcîitionné de glutamine qui renfen1c le rrtêrne raf)rxxt K/Ca de O, 2 
n'a pas donn,? de '"'.1eilleurs résultats que les milieux ns ou N30K. 

D'autre part, si la prerüere répétition avait donné des 
résultats très 2levé,;s sur le milieu S30 (14 cals sur 25 ava.nt 
rég~nl~ré cles ti,;es) la (1Cl1Xi2rrte répétition a donné un pourcentage 
de néofonm.tions beaucoup plus faible ( 3 cals sur 25) • De plus, 
une denxiène exnérience comparant le milieu MR. et le milieu S30 
n'a na.s confin)2 les r ésultats du premier essai (cf tableau 41). 

1.3.2. - Influence de l'azote sous fonœ organique 

De l'adénine entre 25 et 100 mg/1 ou de la qlutarnine entre 
100 et 800 rng/1 ont été ajoutées aux milieux d'organogenèse. Les 
résultats des tableaux 42 et 43 r,10ntrent m1' aucun des deux 
composés n'a eu une influence positive sur 1~ néoformation de 
tige. 

L' ap~,ort d'azote sous forme organique seFùJle nécessaire à 
l'apparition du phénomène d ' errbryü<Jenèse somatique chez Dioscorea 
floribunda et D. bulbifera. (N-~1IRJ\'ID, 1982-1984) et la 
regeneration de tige chez D. comnosita (DA'ITA et al., 1981) et D. 
floribunda ( SINHA et CPJ~'l'URVEDI, 1979) • Mais ni l'adénine, ni la 
gluta:rnine aux doses testées dans nos eX!Jériences n'ont permis la 
formation d 'ernbryons et elles semblent plutôt avoir eu un. effet 
dépressif sur la néofonnation de tiqes. 

1.4. - Influence du génotype sur le pourcentage 
d' or_g_anogenes_§!_ de _ _1::1ges 

On a comparé les réactions des 4 cultivars sur divers milieux 
organogènes. -Les résultats mentionnés dans les tableaux 44, 45 et 
46 montrent une importante différence de ri~ponse entre D. alata et 
D. trifida. 

Chez D. trifida, trois néoformations ont ete obtenues sur des 
milieux sans cytokinine (cf tableau 46). L'observation a été faite 
après 7 mois et l'anoarition d'autres néofonnations plus tardives 
a~ait peut être ét~ nossihle. Les cals induits sur milieu riche 
en auxin~, évoluent tr~s lentement sur les milieux d'orqanogenèse. 
Ils ne se nécrosent nas et dans certains cas des cals secondaires 
se oéveloppent. Les tiges néoforœées sont apparues sur ces cals. 
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TABLEAU 44 Influence de diverses combinaisons hormonales sur le pourcentage de 
néoformation. de tiges à partir de cals d'explants Pl de O. alata cv 

Brazo Fuerte (observations après 5 mois) 

i urn,e i ANA (mg/1) i N0A (mg/1) i AIB (mg/1) i 
i BAP ,---------y---------y---------,---------r---------y---------,---------y---------y---------, 
I (mg/! I 0,1 I 0,5 I 1,0 I 0,1 I 0,5 I 1,0 I 0,1 I 0,5 I 1,0 I 
1--------- ---------l---------l---------l---------l---------1---------1---------I---------I---------I 
1 1 . . 1 1 1 1 1 1 1 1 . 1 i 0' 0 i 2 % j B % i B % i 2 .. % 1 6 % 1 4 % j 2 % 1 . 8 % i 6 % • i 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
,---------,---------,---------,---------,---------,---------,---------,---------,---------,---------, 
1 2,0 1 2 % 1 4 % 1 6 % 1 0 % 1 0% 1 2 % 1 0% 1 4 % 1 4 % 1 
1 1 1 1 1 __ 1 __ I ___ I_ 1 1 1 

TABLEAU 45 Inluence de diverses combinaisons hormonales sur le pourcentage de 
néoformation de tiges à partir de cals d'explants Pl de D. alata cv 
Floride (observations après 5 mois). - ---

I ~xine (mg/l)j I j j témoin I 
j BAP (mg/1) 1 ANA 0,5 i AIB 0,5 i NOA 0,5 i sans auxine j 

1------------------ ------------------l------------------1------------------1------------------I 
1 1 1 1 . 1 1 1 0 1 24 % 1 28 % 1 14 % 1 6 % 1 
,------------------,------------------,------------------,------------------,------------------, 
1 2 1 0 % 1 4% 1 0% 1 0% 1 
l _J __ I 1 _I _J 

TABLEAU 46 Influence de diverses auxines sur le pourcentage de néoformation 
de tige à partir de cals d'explants Pl de D. trifida (observations 
après 7 mois). 

J ANA 0,5 i AIB 0,5 i N0A 0,5 i témoin 
1 1 1 1 sans 1 

1 ~ 1 1 I hormones I 
,-------------------------- ,--------- ,----------- 1 ---------- r-- .. ------ 1 

1 1 1 1 1 1 i INRA 5. 20 j 2 % j 2 % j O % j O % i 
1 1 1 1 1 1 ,-------------------------- ,--------- r---------- ,---------- 1 ----------1 
1 1 1 1 1 1 i M0ENG0 V i 2 % i O % j O % j O % i 
1 1 1 _ _I ____ I_ _ 1 

Des cals d'explants Pl de D· alata et de D. trifida initiés sur le milie1 
MB + 2,4-D 3 mg/1 + kin 0,5 Mg/1 + sac 30g/l et entretenus pendant 60 
jours sur le milieu ME ont été placés sur le milieu minéral de SINGH (19 
additionné des vitamines de MOREL, de 30 g/1 de saccharose et des divers 
combinaisons hormonales mentionnées dans les tableaux 44, 45 et46. Les 
résultats portés dans les tableaux44 à 46 correspondent à deux répétiti 
de 25 cals par traitement. 
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Néoformation sur un cal secondaire chez D. alata cv 
Brazo Fuerte. 
On peut observer le cal primaire noirci (CP), le cal 
secondaire blanc (CS) et un début de tubérisation à 
la base de la néoformation (T). 
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Chez D. alata, les cultivars Brazo Fuerte et Florido ont 
montré un comportement différent. Les cals du cultivar Brazo 
:Fuerte noircissent lentement, tandis que des cals secondaires se 
d~veloupent. Les néoformations apoaraissent sur ces cals 
secondairès (cf. nhoto 21 et tableau 44). Chez le cultivar 
Florido, les réqénérations se développent à partir du cal primaire 
dont seules certaines parties noircissent elles sont plus 
frécmentes c,~t elles a;)naraissent nlus rapidement (cf. tableau 45). 

De nonu":>reuses études r.10ntn::nt que l'initiation, 1 'entretien 
des cals et leur aptitude à régénérer varient de manière 
significative selon le génotyPe de là plante dont ils sont issus, 
par exemple : chez le maïs (BECKJ".:RT et POLL..Z\CSEK, 1979), le blé 
(;:;r::A.R et DEC1'P,."H.1'J, 1982), la canne à sucre (CHAGVARDIEFF et al., 
1981), ln. natate douce (TEMPLETOJ:J SOMMERS et COLLINS, 1985)::-. Nos 
résultats mettent également en évidence l'importance du génotype 
sur les potentialitP.s organogènes des cals, chez Dioscorea. 

Cette étude a par ailleurs · confirm.~ le rôle inhibiteur de la 
BAP sur l'organoqenèse des cals. Et elle a montré que les trois 
auxines (ANA, NOl', et AIB) avaient des actions .assez semblables. 

1.5. - Influence du milieu de callogenèse sur l'organogenèse 
ulter1eure 

Au cours des expériences relatées au chapitre précédent 
concernant la mise au point des milieux àe callogenèse on s'est 
assuré que ces milieux n'inhibent ~as totalement les potentialités 
d' organogenèse ultérieure des cals. r-1ais il a été difficile de 
conclure à cause des très faibles pourcentages de néoforniation 
obtenus. l-f.)rès avoir mieux défini les conditions d'organogenèse, 
cette étude a été reprise. 

Les résultats du tableau 49 montrent que des concentrations 
élevées d'ANA (de 3 à 5 mg/1) dans le milieu de callogenèse 
n'inhibent ?as les potentialités d'organogenèse des cals. Elles 
sont mêmes plus favorables que des concentrations moins fortes, 
clans le cas du cultivar Plorido qui a donné les meilleurs 
résultats. 

1.6. - Organogenèse de cals après 120 jours en condition non 
morphogene 

Pour obtenir des résultats rapidement, nous avons utilisé 
dans la plupart des expériences sur l'organogenèse, des cals ayant 
subi une phase de callogenèse et un repiquage sur milieu 
d'entretien. IL reste parfois des fragments d'explants initiaux 
sur ces cals. Afin de s'assurer que l'organogenèse provient 
e ffectivement du cal, nous avons entretenu des cals isolés de 
l 'explant initial i-:>endant deux repiquages avant des les passer sur 
le milieu organoqène. 



TABLEAU 49 

ANA 0,5 
Kin 1,0 

Influence du milieu de callogenèse sur l'organogenèse ultérieure. 

Brazo Fuerte Florido Moengo V INRA 5-20 1 

1 

1 1 1 1 1 
-------------------------l-------------------------l-------------------------1-------------------------I 

1 24 % 1 8 ~ 1 . 8 % 1 I r ~c : 
0

0 I ~ ac : :o I r ~c . : 
I tige : 8 % I tige : 0 % I tige : 0 % 

rac 20 % 
tige 0 % 

---------------- ---------------,-------------------------i-------------------------,-------------------------,-------------------------
ANA 1,0 rac 20 % 1 rac : 24 % rac 8 % rac 12 % 
Kin 1, 0 tige : 8 % 1 tige : 12 % tige 0 % tige 0 % 

--------------------------------•-------------------------l-------------------------1-------------------------,-------------------------

ANA 2,0 
Kin 1,0 

rac 
tige 

16 % 
2 % 

I rac : 48 % 

: tige : 24 % 

rac 
tige 

12 % 
0 % 

rac 
tige 

8 % 
0 % 

--------------------------------.-------------------------i-------------------------,-------------------------,-------------------------
ANA 3,0 rac 16 % 1 rac : 40 % rac 40 % rac 24 % 
Kin 1,0 tige : 4 % 1 tige : 24 % 1 tige 0 % tige 0 % 

--------------------------------,----------- .-------------l-------------------------1-------------------------,-------------------------
r~c : 12 ; 1 r~c : 60 ; 1 r~c : 12 ; i r~c : 16 ; 

I tige : 2 % I tige : 28 % I tige : 0 % I tige · 0 % I 
ANA 5,0 
Kin 1,0 

--------------------------------i-------------------------i-------------------------i-------------------------1-------------------------1 

ANA 8,0 1 rac 12 % 1 rac 52 % 1 rac 16 % 1 rac 12 % 1 
Kin 1,0 1 tige : 8 % 1 tige : 24 % 1 tige : 0 % 1 tige : 0 % 1 

1 1 1 1 l 

Des cals d'explants Pl de D. alata cvs Brazo Fuerte et Florido et de D. trifida cvs MoengoV et INRA 5.20 
initiés sur MB + sac 30 g/Î + ANA (0,5 - 1,0 - 2,0 - 3,0 - 5,0 - 8,0 mg/1) + kin 1 mg/1 ont été transférés 
sur le milieu organogène : MB + sac 30 g/1 + ANA 1 mg/1. Deux répétitions de 25 explants par traitement 
ont été réalisées. Le pourcentage d'organogenèse de racine (rac) et de tiges (tige) a été noté après 110 jours. 

f--' 
f--' 
i-' 
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TABLEAU 50: 
Organog~nèse de tige à partir de cals cultivés pendant .120 jours 
en conditions non morphogènes ·(% d'organogenèse de tigê àprês 150 jours) 

1 
Cultivars I Brazo Fuerte I Florido I Moengo V I INR~ 5-20 1 

0 · · d 1 1 1 1 1 
1 rigine u ca 1 \ . -· .. .. \ \ \ 

1------------------------- ---------------i---------------i---------------1---------------1 
1 Limbe LI 1 0 % 1 0 % 1 0 % 1 0 % 1 
1 1 1 1 1 1 
l-------------------------1---------------I---------------I---------------I---------------I 
1 1 1 1 1 1 
1 ExplantPI 1 6% 1 16% 1 0% \ 0% 1 
1 1 1 1 1 1 
1-------------------------1---------------I---------------I---------------I---------------I 
1 1 1 1 1 1 
\ Noeud N2 1 33 % \ 53 % \ 12 % \ 15 % \ 

1 1 1 1 1 1 
l-------------------------1---------------I---------------I---------------I---------------I 
1 1 1 1 1 1 
1 Bulbille \ 20% \ 30% \ ' 9% \ 12% \ 

., 1 1 1 1 1 
l-------------------------1---------------I---------------I---------------I---------------I 
1 1 1 1 1 1 
\ Racines \ 0 % \ 0 % 1 0 % \ 0 % 1 
1 1 1 1 1 1 
1 J 1 1 1 1 

Des cals, séparés de l'explant initial et entretenus pendant 90 jours sur le 
milieu ME, ont été placés sur le milieu MB + sac 30 g/1 + ANA 1 mg/1. Ces cals 
proviennent de différents explants : limbes 11, explants Pl,n:>euds N2, racines 
et microbulbilles dont le cortex a été ôté. Une répétition de 30 cals par type 
d'explant a été faite sur les cultivars Brazo Fuerte et Floride de Q.:_ alata 
et sur les cultivars Moengo V et INRA 5.20 de D. trifida. 

TABLEAU 5 ·1 : Comparaison des plantes issues de microbouturage et des 
plantes issues d'un cycle de callogenèse et de néoformation 
du point de vue du pourcentage de callogenèse et du pourcen

tage de néoformation. 

Plantes issues I Plantes ayant su?i un 
d . b lcycle de callogenese et e ucro outurage , f t· \ 1 neo orma 10n \ 

,-------------------------1-------------------------1 
1 o_s 1 

Pourcentage de callogenèse 1 \ \ 
sur MC 1 80 % \ 96 % \ 

1 1 '! 
------------------------------1-------------------------!-------------------------I 

1 o fis 1 

Pourcentage de néoformationl 1 1 
de tige sur MR 1 6 % 1 8 % 1 

1 1 1 
1 1 1 

Des explants Pl de D. alata cv Brazo Fuerte issus de plantes 
néoformées à partir decals et· issus de plantes obtenues par 
microbouturage ont été placés sur le milieu MC. Après 40 jours de 
callogenèse, ils ont été placés sur le milieu MR. Une répétition 
de 40 explants a été faite. · 
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Nous avons poursuivi, dans cette expérience, l'étude amorcée 
au chapitre 3. Divers types d'explants ont été utilisés. Ils ont 
été smunis à urn~ phase de callogenèse et cl' entretien du cal de 120 
jours ; ;mis les cals ont ê~b; plao~s sur un rnilieu organogène mis 
au point dans les e~riences ;,récée1.entes. 

Les résultats du tableEm 50 confin-:.ent l 'effct déterminant de 
l'explant initial sur l'aptitude à réqénérer des cals. Les 
néoformations sont olus nombreuses sur les cals de noeuds et de 
hulhilles. ~Cef)endant , il a é t é mis en ~vidence des possibilités 
ô' orga_nogenese des cals d ' e:s::plant Pl apres 120 jours de culture en 
conditions non morphogènes , chez _12_:._ alata. 

Ce résultat est narticulièrement intéressant dans l'optique 
d 'une recherche de variabilité. En effet, la culture de cal 
pendant une longue période en condition non morphogène est 
favorable à l 'ohtention de variahilité (SKIRVIN et LTANICK, 1976 ; 
CJ1ALEFF, 1983 ) D'autre :1art, il est nécessaire de pouvoir 
cultiver les cals pendent suffisarnrnent de teIT1i'îS pour faire agir 
des pressions c1e s.;lection capables d'orienter la variation. 

1.7. - Comparaison des plantes issues de microbouturage 
et des plantes issues d'un cycle de callogenese 
et de neoforrnation 

On a fait subir un deuxième cycle de callogenèse et de 
nGoformation à des vitroplants issus de régénération. Les 
résultats du tableau 51 - montrent que l e ·pourcentage de 
néoformation chez ces plantes est du même ordre que celui des 
plantes issues de microbouturage. Par contre la callogenèse est 
nlus active. 

1.8. - Conclusion 

1.8.1. - Chez D. alata 

Il a été ohtenu suffisarmnent de néoformations de tiges sur 
o. alata pour pouvoir tirer certaines conclusions sur les facteurs 
affectant ce nhénomène: 

- en l'absence totale d'hormones, le milieu de base 
(MB) additionné de 30 g/1 de saccharose pennet l'organogenèse de 
tiges. Cependant la présence d'auxines (en particulier l'Ai."P\JA et 
l'AIB aux concentrations de 0,5 à l m9/l) donne de meilleurs 
résultats. Les cytokinines entre let 12 mg/1 ont une influence 
négative sur l'organogenèse . 

- différents milieux minéraux MS ( 1962) , N30K 
(MA.RGARA, 1978) ; milieu de SINGI-I (1978),ont permis l'organogenèse 
de tiges. Le milieu de SINGH (1978) a donné des résultats très 
sup,~rieurs à tous les autres dans l'expérience sur les équilibres 
azotés. D'autres essais n'ont pas confirmé ce fait,mais il serait 
intéressant d'approfondir ce rroblèrne. 
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exercent 
- le génotype et la nature de 

une influence prépondérante sur 
l'explant initial 

les ·potentialités 
organoqenes. 

Nous nror:>0sons donc co!11":le milieu d'organogenèse, le milieu MB 
additionn,~ de 20 à 30 q/1 de saccharose et d'une auxine, l 'ANA ou 
l'AIR aux concentrations de 0,5 à 1,0 ng/1. 

Les néoforn1ations se développent lentement sur des cals 
d'explant Pl (entre 2 et 12 mois) mais on observe des variations 
de ce nhénomène: chez le cultivar Florido, qui est plus réactif, 
l'organogenèse est plus ra~ide. Par contre, sur D. trifida, elle 
est très lente (7 à 12 mois). La lenteur de· ce rhenornene pourrait 
s'expli011er de plusieurs 1nanières : 

par l'inadéquation du milieu organogène la présence ou 
l'absence de certains facteurs dans le milieu pourrait ralentir 
l'organogenèse 

+ 
d'une cytokinine 
l'apparition des 
cytokinine. 

rar exemple nous avons observé que la présence 
a partir de 1 mg/1 retarde de plusieurs semaines 
tiges sur les cals par rapport aux milieux sans 

+ peut être l'usage du charbon actif dans nos 
milieux aurait pu accélérer l'apparition des néoforrnations. 
Wf':J\THJIBiillAD et al. ( 1978) ont 1'10ntré crue la présence de charbon 
actif dinùnnait le temps de développement des néoformations chez 
le tabëlc. 

morphooènes 
présen~e de 

• nar la présence simultanée clans la même boîte de Petri 
de cals organogènes et de cëlls non organogènes. Il pourrait y 
avoir un effet inhibiteur des cals non morphogènes sur les cals 

cornme celui notô par IJJ-.1-JOVER et H.ANOVER ( 1984) où la 
cals non morphogènes ralentissait de 4 à 7 semaines 

l'appc=irition d'ernbryoÏdes sur les cals morphogènes d'explants 
foliaires de Palmier à huile. 

1.8.2. - Chez D. trifida 

Nous n'avons obtenu que 3 néoformations-de tiges à partir de 
cals c1e i,étiole dans les e)q:>ériences relatées dans ce chapitre. 
Une des causes de cet échec est l'extrême lenteur d'apparition du 
phénomène ( 7 à 12 rnois après la mise sur milieu organogène) • Les 
?remières expérience~ ~'ont_p~s été paursuivies après 3 mois, et 
les suivantes ont ete arretees apres 5 mois. Seules, quelques 
expériences ont été poursuivies suffisarnnent de temps pour donner 
des résultats. Peut être, la température sous optimale des 
chambres de culture e},_rpliquerait, en partie, la lenteur du 
développement des néofonnations chez ces espèces. 



- 115 -

TABLEAU 52 Influence des cytokinines sur la formation de cals, de 
racines et de tiges à partir d'explants Pl de_Q_. alata 
cv Brazo Fuerte. 

1 

1 Cytokinine _ 
1 en mg/ 1 -- -------

Résultats 

en% 
cals formés racines formées: Tiges formées 

en% en% 

1------------------------------- ·- ----,---------------,---------------,---------------
1 

1 Kinétine 

1 

1 

0,0 
0, 1 
1,0 

1 10,0 

68 % 40 % 16 % 
76 % 44 % 18 % 
30 % 2 % 2 % 
0 % 0 % 0 % 

l------------------------------------1--------------- 1---------------•---------------

I 
i BAP 
1 

1 

1 

1 

0,0 
0, 1 
1,0 

10,0 

70 % 
64 % 
26 % 
0 % 

44 % 
36 % 

2 % 
0 % 

20 % 
16 % 
4 % 
0 % 

TABLEAU 53 Influence des cytokinies sur la formation de cals, de 
racines et de tiges à partir d'explants Pl de D. trifida 
cv Moengo V. 

1~ Résultats 

1 Cytokinines ------- ! cals formés 
1 en mg/ 1 --------__ 1 

1------------------------------.::-.:::::::-:.c~~---------------I---------------, 
1 Kinétine 0,0 1 8 % 1 

1 0, 1 : 8 % 1 

1 1,0 0 % 1 

1 
10 0 1 0 % 1 

' 1 ° 1 

en% 

1 · f , 1 r· f , 
1
rac1nes ormeesl 1ges ormees 

I · en % , en % 

80 % 0 % 
16 % 0 % 
0 % 0 % 
0 % 0 % 

1------------------------------------1- 1 
: BAP 0,0 i 6 % ,--- ---- ' ------------

! 0, 1 : 2 % 1 

12 % 0 % 
4 % 0 % 

1 1,0 0 % 1 

1 10,0 : 0 % 1 

1 1 1 
- 1 

0 % 0 % 
0 % 0 % 

Des explants Pl de D. alata (tableau 52) et D. trifida (tableau 53) 
ont été placés sur le milieu MB additionné de 30g/l de saccharose, de 
1 mg/1 d'ANA et de kinétine ou de BAP. Deux répétitions de 25 explants 
par traitement ont été réalisées. Les observations ont été faites après 
150 jours. 
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2 - ORGANŒENESE APRES UNE COURTE PHASE CALL03ENE 

Les cals du cv Brazo Fuerte initiés et entretenus sur des 
m.ilielL'{ riches en au.,·üne se nécrosent petit à petit sur des 
rnilü~ux de néofomations et des cals organoqènes se développent 
lentement sur ces cals primaires ou parfois sur des restes 
c1 'exnlants initiaux. l:!ous avons cherché à induire un dévelonpement 
dire~t de ces cals secondaires organogènes en plaçant les e~lants 
initiaux s ur le !1rilieu de n8ofonnation soit directement, soit 
après un court passaqe (ô.e quelques jours) sur le milieu de 
ca.llogenèse r,ic . Cette étude a été faite sur des explants Pl qui 
n'ont nas de~ m~ristèmes . 

2.1. - Influence de la concentration en cyt:_okinine 

A.SO:KAN et al., (1983) 
néoformations sur des fragments 
de 8 à 12 mg/1 de kinétine et de 
voulu vérifier l'action des 
directe. 

ont obtenu 
de bulbilles 
0,01 mg/1 de 
cytokinines 

des cals et des 
avec une combinaison 
2,4-D. Et nous avons 
sur l'organogenèse 

Les résultats du tableau 52 indiauent clairement qu'elles 
in.1-iibent à la fois la forr.-iation de cals de racines et de tiges. On 
n'a pas observé de différence entre les niveaux O et 0,1 mg/1 de 
kinétine et de BAP. Il y a d'abord apparition d'un cal, puis de 
racines et après 2 J11ois des tiges commencent à se former. Au 
niveau de la blessure du oétiole et du départ des nervures. Des 
concentrations de l rng/1 èe kinétine inhibent la formation de 
racine et ralentissent consid2rablenent l'apparition de tiges. 

Chez D. trifida (cf tableau 53) on n'a pas observé de tige 
mais la formation de racines très puissantes. Les racines se 
développent d'abord, puis, dans certains cas,des cals apparaissent 
autour des racines. 

Cette_ exp,.§rience 
l'organü<Jenese a partir 
1nornhogènes : la présence 
l mg/1 est inhibitrice, 
néoformation. 

confirme les résultats obtenus sur 
de cals entretenus sur milieux non 

de cytokinines à des doses supérieures à 
elle ralentit et réduit le phénomène de 

2.2. - Influence de la concentration en auxine 

Nous avons expérimenté 4 concentrations en AJ.'\JA 
mg/1 (cf tableaux 54 et 55). 

de 0,0 à 3,0 

Une concentration de 3,0 mg/1 d'ANA permet la callogenèse et 
l'entretien du cal chez les deux cultivars étudiés. Des racines se 
développent sur les cals ~ais pas de tiges. En l'absence d'auxine, 
les explants ne montrent aucune r&action sur le milieu de base, 
cependant les explants du cultivar Brazo Fuerte qui est anthocyané 
perdent peu à peu leur piry-;ientation anthocyanique et ils sont 
restés verts jusqu'à la fin de l'expérience. 
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TABLEAU 54 Influence de la concentration en ANA sur la formation de 
cals, de racines et de tiges à partir d'explantsP du cv 
Brazo Fuerte. 

· 1 Cals formés \racines formées\ tiges formées 1 

\ ANA --------- \ \ \ i 
l----------------~---------------!---------------1---------------1 
1 1 1 1 1 
, 0,0 1 0 % 1 0 % i 0 % ! 
1 ----------------r-- - ------- - 1------------ ➔ ------------1 
1 0,5 1 52 % 1 40 % 1 8 % 1 
1 1 1 1 1 1--------------.-----1---------------i---- -----------1---------------1 
1 1, 0 1 68 % 1 48 % 1 10 % 1 
1 1 1 1 1 1--------------------i---------------i---------------1---------------1 
l 3, o 1 80 % 1 64 % l o % 1 
1 1 1 1 1 
l 1 1 1 1 

TABLEAU 55 Influence de la concentration en ANA sur la formation de 
cals, de racines et de tiges à partir d'explants P du cv 
Floride. 

Résultats I C 1 f , I . f , I . f , as ormes racines ormees tiges ormees 
ANA ~ 1 en % 1 en % 1 en % 

1 ~I 1 1 1 1--------------------i---------------,---------------,---------------1 
1 0,0 1 0 % 1 0 % 1 0 % : 

.----------------.------------r----- - ------r-----------~ 
1 1 1 1 1 1 0' 5 1 64 % 1 40 % 1 16 % 1 
l--------------------1---------------1---------------I---------------I 
1 1 1 1 1 
1 1, 0 1 80 % 1 76 % 1 32 % 1 
1 1 1 1 1 1--------------------i---------------i---------------1---------------1 
1 3,0 1 86 % 1 32 % 1 0 % 1 
1 1 1 1 1 

Des explants Pl de Q. alata ont été placés sur le milieu MB additionné 
de 30 g/1 de saccharose.et de 0 à 3 mg/1 d'ANA. 25 explants par trai
~ent on été utilises pour cette étude . . Les observations sont faites 
après 120 jours. 
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TABLEAU 56 Influence de la lumière sur le pourcentage de callogenèse 
et d'organogenèse d'explant Pl de D. alata cv Brazo Fuerte 
(après 6 mois). 

I Conditions de culture 1 1 1 
1
------------------1--------------- 1 

Cals formés I Racines I Tiges 

1 concentration du I d" . I en % I formées en % I formées en % 
. . con 1t1ons 

1 milieu en I d'éclairement 1 1 1 1 
J phytohormones J J I J J 

1------------------1---------------i---------------i---------------i---------------1 
J ANA 1 1 lumière 1 70 % J 56 % J 20 % 1 
1 1 obscurité 1 76 % 1 30 % 1 18 % J 

l------------------l---------------1---------------1---------------I---------------
I ANA 1 + BAP 0, 1 I lumière 1 72 % 1 52 % 1 20 % 

J I obscurité 1 70 % 1 26 % 1 16 % 

1 1 1 1 1 1------------------1---------------1---------------i---------------i---------------
l ANA 1 + BAP 2 1 lumière 1 20 % 1 2 % 1 0 % 

1 1 b . t, 1 30 % 1 16 % J 
J I o scuri e I • J • I 6 % 

1------------------1---------------➔ --------------1---------------1---------------
: AIB 1 1 lumière 1 60 % 1 40 % 1 16 % 

J I obscurité 1 68 % 1 40 % J 16 % 

1 1 1 1 1 1------------------1---------------i---------------i------------------------------1 
I AIB 1 + BAP 0, 1 1 lumière I 66 % I 38 % j 12 % I 
1 1 obscurité 1 58% 1 36% 1 14% 1 
1 1 1 1 1 1 1------------------1---------------i---------------i---------------i---------------1 
1 AIB 1 + BAP 2 1 lumière J 4 % 1 ·o % 1 0 % 1 
1 1 b . t, J 10 % 1 0 % 1 0 % 1 I J o scur1 e J • I • J • J 

1 1 1 1 1 1 

Des explants Pl de D. alata cv Brazo Fuerte ont été mis sur différents 
milieux d'organogenèse~ + sac 30 g/1 + BAP (0 - 0,1 ou 1 mg/1) +(ANA 
1 mg/1 ou AIB 1 mg/1). Les boîtes de Petri ont été placées soit à la 
lumière, soit à l'obscurité. L'éclairement est de 12 heures de jours et 
l'intensité lumineuse de 20 mE m-2s-1 

Les résultats correspondent à deux répétitions de 25 explants par traitement. 
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0, 5 et 1 mg/1 d' ANA pennettent 
racines et de tiges. La meilleure 

du cultivar Florido se confirme pour ce 

Les concentrations de 
l'apoarition de cals, de 
apti tude à l'organo9enèse 
tvoe rl.e n2oforniati0ns. ~' . 

2.3. - Influence de la lumière sur l'organogenèse directe 

Certains cals chlorophylliens se sont formés dans les 
P-ciriences nr,~6;dentes chez l es deux cultivars. Ces cals sont 

~ . - . 
tres onranogenes . Ils ont forne des tiges apres 2 ou 3 r,ois. ;:-~ous 
avons none pensé que l a lrn:rière pourrait avoir une influence sur 
l'organogenèse (cf tableau 56). 

Les }'X)Urcentages de callogenèse et d'orqanogenèse 
mois ne ôiffèrcmt pas siqnificativement entre les deux 
d ' éclaireï7!ent que-ls que -soient les rùlieux organogènes 
~-1ais d 'autres cliff~rcnces existent : 

apres 6 
situations 
employés. 

- les cals et les néofonnations se développent plus 
rapidement à la lUI'.7.ière qu'à l'obscurité , 

- la lunière nermet l'apoarition en faible 
;,rooortion, 5 à. 10 % , de cals chlorophyllien; gui ont néoforrœ des 
tiges. Unè corrélation positive entre la présence de tâches 
chlorophylliennes dans les cals et leur aptitude à régénérer a été 
observée chez ·d'autres i"·bnocotylédoncs (EAPEN et RAO, 1982 
~J?.BORS et al. , 1982 et 1983) • ---

Cette exr:x~rience a par ailleurs perrois de vérifier que l 'AIB 
est êl.ussi efficace que l ' ANI\ pour induire l 'organogenès~ directe 
èi.e tige. 

2.4. - Organogenèse après un court temps de passage 
sur le nu.lieu de callogenese M: 

D'après les expériences précédentes, des cals réduits se 
développent sur les explants placés directernent sur un milieu 
d'organogenèse. Nous avons cherché à étudier l'influence sur ce 
phénomène d'un court temps de pêtssage sur un milieu à forte teneur 
en auxine. Des cxplants Pl du cv Brazo Fuerte ont donc été placé 
sur le milieu de callogenèse :1IC pendant une période variant de O à 
50 jours (cf tableau 57). 

Les cals aya.l}t pa~sé 50 jours sur le milieu d~ callo~enèse se 
sont totalement necroses sur le rriilieu d'organogenese apres avoir 
donné quelques racines peu développées qui ont noirci en même 
temps C}lle les cals. 

Les cals ayant passé 20 à 35 jours sur le milieu liK: se 
nécrosés l entement sur l e milieu d'organogenèse et certains 
secondaires ont néofonné des tiges. 

sont 
cals 

Les explants ayant passé 2 à 15 jours sur le nùlieu HC 
présentent un pourcentage d' organogenèse l;levé. Deux types de 
_proliférations cellulaires se foŒ',ent, un cal Pîüu e t hyperhydrique 
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TABLEAU 57: Influence de la durée d'induction de la callogenèse sur la 
callogenèse et l'organogenèse ultérieure chez Q_:__ alata cv 
Brazo Fuerte. 

Temps de passage sur le 
milieu de callogenèse MC 

0 j 

2 j 

5 j 

10 j 

Pourcentage de 
callogenèse 

après 60 jours 

1 
Pourcentage d 1 organogenèse 

i--------------------r--------------------
1 Après 60 jours I Après 120 jours 

--------------------i--------------------i--------------------
1 tige 10 % 
1 racine 20 % 

40 % 
tige 18 % 
racine 24 % 

--------------------1--------------------•--------------------
96 % 

92 % 

94 % 

I tige 
1 racine 

tige 
racine 

tige 
racine 

16 % 
44 % 

2 % 
36 % 

0 % 
32 % 

tige 
racine 

tige 
racine 

tige 
racine 

30 % 
48 % 

28 % 

36 % 

18 % 
30 % 

-- ------------ ------1--------------------1--------------------1--------------------

15 j 98 % 
tige 0 % tige 3% 

-------------------------------l--------------------1--.-----------------i--------------------
20 j 1 98 % 1 tig~ 0 % I tige 4 % 

racine 28 % racine 30 % 

----------------------------- 1 1 racine 28 % I racine 34 % --i--------------------i--.-----------------i--------------------
25 j 1 94 % 1 tig: 0 : I tige 4 % 

-------------------------------:--------------------1 racine 24 % 
1 

racine 28 % 
1 . 

30 j 1 96 % 1 tig: . 0 % 
1 1 racine 24 % 

tige 
racine 

4 % 
28 % 

-------------------------i--------------------1--.-----------------i--------------------
35 j 1 98 % 1 tig: 2 % . I tige 4 % 

_______________________________ 1 ____________________ 1 racine 26 % I racine 26 % 
1 1--_-----------------1--------------------

50 j J 94 % 1 ti 9: 0 : I tige O % 
1 1 racine 30 % I racine 30 % 

1 1 _I 

Des explants Pl de D. alata cv Brazo Fuerte ont été placés sur le milieu de 
callogenèse MC pendant des temps variables (0 - 2 - 5 - 10 - 20 - 25 - 30 
35 - 50 jours) avant d'être transférés sur le milieu MB + sac 30 g/1 + 
ANA 1 mg/1. Les résultats du tableau 57 correspondent à deux répétitions de 
25 explants par traitement. Nous avons noté la callogenèse et l'organogenèse 
de tiges et de racines 60 jours après le passage sur milieu organogène puis 
l'organogenèse après 120 jours. 
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PHOTO 22 Organogenèse dans un cal de D.alata, cv Brazo Fuerte (G x 50). 
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PHOTOS 23 et 24 méristèmes caulinaires issus du même cal (G x 120). 
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Des cals d'explants Pl de D. alata cv Brazo Fuerte, cultivés pendant 60 
jours sur milieu riche en auxine ont été placés sur le milieu MR. Les coupes 
ont été faites après 75 jours. 
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aui entoure la néofonnation sans en être a l 'oriqine et tm cal 
1; lus dense mais assez rc;c1uit qui est à la hase des· néofonnations. 
Ces cals se dévelor,>pent lentement sur le ru.lieu organogène. 

Par ailleurs on peut remarquer que l'orqanogenèse 
rnanifeste ::ùus tôt ( après GC jours) sur des explants ayant 
une phase de calloqenèse de O à 2 jours. Il serrJ·üerait crue 
nassc1cre sur 1:ülie11 ri: ralentisse l 'o~<Janogenèse . · 

se 
subi 

le 

L' 1~!:-ude histolo<]Ü_T\-lC de la ca.llo9enèse ( cf chapitre 4 p. 88) 
a ,11ontr,?. m1.e l es cals cor-i: :1ençaient a se foriner environ 20 jours 
a;Jrès la mi;c sur le milieu t-'.C. Or, dans cette exoérience, on a 
observ,2 un ~ urcentage d ' organogenèse très faible sur les explants 
ayant nassé nlus de 20 jours sur le tülieu MC . Par contre, ceux 
s ui y ont r::,assé moins de 15 jours présentent un cal plus réduit et 
w1 DOurcentage de n5ofonnation plus élev13 , cor.irne ceux placés 
directe1~ent sur le_ milieu organoqène. L' optirnUJî\ semble être 2 à 5 
jours sur milieu n:: . 

3 - ETUDE CYTOLŒIQUE DES NEOFORMATIONS 

Cette étude a été faite sur D. alata cv Brazo Fuerte. Deux 
types de néoformations ont été observées: 

- sur ries 
jours sur le 
néofornation, 

cals ayant ?assé 30 jours sur le 
milieu ME et au noins 90 jours sur 

milieu MC, 
un milieu 

30 
de 

- sur cles cals développés sur un milieu pauvre 
pendant 60 à 90 jours. Ces cals sont · petits et 
l'explant initial. 

en auxine 
rattachés à 

3.1. - Néoformations à partir de cals développés et 
entretenus en conditions non rnorppogenes 

La photo 22 montre que les tiges et les racines se 
développent séparément. Généralement plusieurs bourgeons se 
développent simultanément à divers endroits du cal, corrme le 
rnontrent les coupes histologiques (cf ~hotos 23 et 24). Cependant, 
le plus souvent, une seule tige apparaît et les autres bourgeons 
restent donnants. Mais , si les cas sont laissés plus de deux mois 
sur le milieu de néoforTTlation, après l'apparition de la première 
tige, une tubérisation se développe à la base de la tige. Ce tissu 
est tout à fait semblable à celui des microbulbilles avec les 
faisceaux libero ligneux disséminés dans une masse 
parenchymateuse , mais la morphologie externe est différente et 
variable d'un cal à l'autre. Ces tubérisations produisent de 
nombreuses tiges sii'1tütané1ï,ent : 6 à 10 et narfois plus (cf photos 
25 et 26 ). 
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·PHOTO 25: Tissu tubérisé se développant à la base des néofonnations (G x 50). 
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PHOTO 26: Coupe d1une microbulbille de D. alata cv Brazo Fuerte. (G x 50) 
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ETUDE HISTOLOGIQUE DES NEOFORMATIONS DIRECTES 

Des explants Pl de D. alata cv Brazo Fuerte ont été placés sur le milieu 
MB + ANA l mg/l + sac 309/l. Les observations cytologiques ont été faites 
après 90 jours. 

PHOTO 27: Cal situé à la base des néofonnations directes (G x 50). 

2ltl\1f .¾t#bM'¾~ P3k · !-%5!$.-. 

PHOTO 28: Cal reliant les néofonnations à l'explant initial dont la structure est peu rrodifiée. 
(G X 50) 
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3.2. - Cal avec explant initial s'étant développé sur milieu 
pauvre en auxine 

Un cal mou et hyµerhydric1ue entoure les tiges néofonnées. Ce 
cal est comnosé cie qrande cellules très différencit-~es avec une 
larqe vacuole - ; ceci -r apnelle lt~s nhénomènes décrits par KIHG et 
al. (1978 ) et Pffi'?.YKUS (;L9BO) qui ont observé cp..1e, chez de 
nortlx euses céréales, les néoformations proviennent de l 'explant 
initial et crue les cals se développent tout autour de la 
néoforr:1ation sans en être à l'origine ( cf planche 2) • 

Cependant dans le cas des néoforrnations directes que nous 
avons observées sur D. alata, une prolifération cellulaire est 
trnriours à la base des réqénérations. Ce cal est relié 
vas;ulR:i.rernent à l 'explant i~itial dont la stn1cture est peu 
modifiée : on reconnaît les six faisceaux lil:">ero ligneux au centre 
de l'exiJlant Pl qui n'est pas désorganisé après 90 jours de 
culture ( cf :,hotos 27 à 28) . 

4 - CONCLUSION 

La inajorité des travaux entrenris sur l'organogenèse des 
Dioscoreae concerne la régénération de cals initiés et entretenus 
en culture non morphogène sur du 2,4-D. Certains auteurs ont 
obtenu de l 'organogenèse cle tiges (GRE'i-'7AL et ATAL, 1976 
l"'.A.SCARENHAS et al. , 197 6 ; DA'ITA et al. , 1981) et c1' autres de 
1' ernbryogenèsesomatique ( SINGH, 1978 ; Ai-'ll-lIRATO, 1982) • Les deux 
nhénomènes peuvent apparaître sur la rnêr1e espèce et parfois avec 
·1es mêmes écp..1ilibres hon1onaux. .. 

Les cals cle s différents explants '(Jl.Ü ont été expérinientés 
dans notre travail ont prc3senté de l'organogenèse de tige. 

Il a été mis en évidence une influence déterminante du 
cultivar sur l ' apti tucle à la néofon:iation. Les 4 cultivars 
employés dans ce travail ont été choisis totalement au hasard et 
ils ont montré une grande diversité de réponse. Si aucune compa
raison entre des génotypes èifférents n'a été publiée chez les 
Dioscoreae, il a été prouvé chez de noî'lbreuses espèces que 
certains cultivars réagissent très bien et d'autres pas du tout, 
par exemple chez le blé (FJ...,ICK et al., 1983). 

La nature de l'eÀ'])lant initial influe également de manière 
trGs nette sur l'organogenèse des cals. Tous les explants 
J?OSsédant un m:2ristème que nous avons pu e~-périmenté ont donné des 
cals organogèncs même les cultivars INRA 5.20 et Moengo V qui sont 
peu réactifs in vitro. Il se pourrait que ces néofonnations 
proviennent de la derépression des méristèmes contenus dans 
i•explant initial comme l'a suggéré KING et al. (1978) pour les 
céréales. En effet, les noeuds et les bulbillesëinettent des tiges 
durant les phases de callogenèse et d'entretien des cals sur des 
milieux très riches en 2,4 D. 
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PLANCHE 2 Représentation schématique de l'initiation et de la 
croissance du cal (A) et des néoformations (B) chez 
de nombreuses céréales (d'après KING et al., 1978). 
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L ' ,;r:11 il ibn~ et l •-~ s c:uanti t::;s ,:.0 nhvtol1or;,1ones dans le milieu 
(1C (hff,~rencic:::.tion ~;ont b1nor:tantcs. Un faüile niveau cî' auxine est 
n,~cc,=:s;d.re b ien cr~h~ c::1e:lnucs n/,ofor--1ations aient frt-2 obtenues sur 
lr, r·ü li.eu (\"ê b ,sSr:':. 

P2r :ülleurs, certains travaux ont obtenu c7e 1 'on!anoqenès(.= 
r'.irccte à 0artir de pulvinus nroxir'.1al de feuille (SI:'TTIP, e t 

. ' ' 

C:>-Ll\T'd?Vr:rn, 1970) ou de tubercule (J\..C,OKf-J.; et al., 1983 ) • '.Jans les 
,'leux c2s une 1(:;aère ,::irolif,;ration cellulaire est 2 la base des 
ni'.oforï71ations. ~-Totrc ,;tuc'le a conf in;,~ c ette 0ossihilité d' orqëU10-
cren2se directe d.cs ex:,la.nts Pl ,:.e D. alata et elle a mis en 
évic"iencc la. nn~se:nce cl' un cal à. la :'lël.se des tiges néoformées. 

Bien r.u' il v _ .=ü t u0e nasse cel!1lla tre ,)eu ~rganisée _ à la base 
,lf~s bourqeo ns neofom0:s , ce phenornene releve plutot de la 
rn;oforr-,ation c!irecte et pr,;sente un intérêt faible dans le cadre 
,·1e notr,2 travail qui est la recherche d'une variabilité génétique 
'."")ZlY la. culture de cal. Et ef fecti venent, nous n'avons pas observé 
ô:> rliff,~rence r:orphologiaue entre les vitroqlants issus des 
n~oforr1ations clirectes et ceux issus de microbouturaqe . 

0 ar contre, 'Jnrnù les plantes régénérées à partir des cals et 
nultioliées in vitro, certaines montrent des variations 
nhénotyniooes nërr ra.n::-,ort aux indiviôus issus àe nicrobouturaqe 
(cf nhoto 29) 

. ;>igmentation : 
Flilthocyo.nés que d'autres : nous 
9n~sence de kinétine dans le 
',igr,ientation . 

certains plants sont beaucoup y,lus 
avons observt~ une influence de la 
r1ilieu sur l'intensité de la 

. viqueur : c1' j1,u;ortantes difft~rences de croissance 
ont été ohserv:~eé'; sur les n l antes niGofora;es. 

. r~~ification: les 
ni.lieu contenant du 2,4-D ::1résentent 
et un port r~nifi2 et buissonnant. 
-;,rolonc;é sur 0 cilieu contenant 2 
1;11.ü tiplication nes tiges et c~onne une 

néoformations obtenues sur w1 
un raccourcissement des tiges 

D'autre na.rt , un passage 
mg/1 de BAP favorise la 
architecture plus dense . 

Afin de v.~rificr si les différences morphologiques 
observ,2es in vitro se nrolor1r112a.ient après la sortie de tube,· nous 
avons sevre 20 vitroplants issus de néofon1ations et présentant 
cl.es architectures <1iffr?rentes. nous les avons cor;1par:és à 20 vitro-

1 ' ..:, . 1 J..J.. - ' n ants issus ,..;.e rcucrooouturas,e . Dans ceLLe experi ence l es 
diff2rences très i nnortantes observées in vitro se sont atténuées 
in vivo à nesure GUe les plantes se developnaient. Cet essai 
effectue sur 20 ,_~itronlants était lir•ùté et àtin de faire un 
criblaqe cl,?s v2riations qui :,ourraient être apparues, parrni toutes 
les n,:;,oforrnations c:rue nous avons obtenues , éles r;ùcroboutures de 
:,l,~ntes n~oforr1,;es seront envoyées en ohservation à la station de 
rnur1ké en côte ë..' Ivoire et à la station INRJI. de Guadeloupe 250 
n<~oforr12tions issues c::e cals différents des cultivars Brazo Fuerte 
2t Floriè0 seront ainsi suivies au char-ip 8t cornparées à 250 
tc~,noins issus de :--i_crobout.lir2,qr2 . 
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Photo 30 
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Néoformations issues de cals d'explant Pl de 
o. alata cv Brazo Fuerte 

Des néoformations ont été plac2es sur le milieu i-'150. La. photo est 
' .... ~ • - • • ..::, ' • J... - • :,rise a;:,res ..) !TlülS. Le temoin issu c,e rncronouLurü.ge est a c:roite. 

On ~eut observer une grande variation de vic;ueur et d ' é'rchitecture 
des vitro~lants. 

---= ~-~.) 
' .. 
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5. RESUME 

On a étudié les conditions perr:iettant l'organogenèse a partir 

de cals ayant \lassé au moins GO jours sur un milieu riche en 2, 4D. 

Diverses corribinaisons d'auxines et de cytokinines ont été 

eXTJérinentées l ' Al\!A, l ' AIB ou le NOA, aux concentrations de O, 5 

a l r,19/l donnent les meilleurs r2sultats. La présence d'une 

cytokinine n'est pas nécessaire. Deux facteurs se sont révélés 

déterrninants : la nature cle l 'explant initial qui est à l'origine 

du cal e t le cultivar . D'autres facteurs étudiés (la forme et la 

quantité d'azote dans le milieu d 'organogenèse, le passé des 

vitroplants et la quantité d'auxine dans le milieu de callogenèse) 

semblent moins i.mportants. 

Il a été possible d'obtenir des néoformations de tiges 

cl.irecteJnent à partir cles explants Pl chez D. alata. Les milieux 

utilisés dans ce cas sont identiques à ceux qui ont été mis au 

point pour l'organogenèse à partir de cals. 

Une étude histologique a été faite les néoformations 

directes proviennent d'un cal réduit relié vasculairement a 

l'explant initial dont la structure est peu modifiée. Les 

néoformations à partir de cal proviennent d'un cal plus développé 

dans lequel la structure de l'explant initial n'est plus 

reconnaissable. 
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CONCLUSION 
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La sélection par hybridation chez les ignames comestibles est 

très limitée à cause de la déficience de leur reproduction sexuée. 

La culture de tissus pourrait permettre d'échapper ' a ces 

contraintes en effet chez de nombreuses espèces polyploïdes 

' (porrme de terre, canne à sucre ••• ), les plantes néofonnées a 

partir de cals ont présenté des variations somaclonales 

utilisables en amélioration des plantes (LARKIN et sca\°CROFI', 

1981). Mais avant de pouvoir exploiter de telles possibilités chez 

les ignames, il était nécessaire de définir les conditions 

' favorables a la réussite de la culture de cals et de 

l'organogenèse. C'est ce que nous avons réalisé chez D. alata et 

D. trifida. 

L'étude de la callogenèse et de l'organogenèse dans un but de 

diversification génétique n'a pas encore été abordée chez les 

Dioscoreae. De nombreux auteurs, ayant obtenu des néofonnations de 

tiges à partir de cals, se proposent d'étudier par la suite la 
, 

presence de variants (MASCARENHAS et al., 1976) ; DATI'A et al. , 

1981 AMMIRATO, 1984 SENGUPTA et al. , 1984) , mais aucun - --
résultat n'a été publié, à notre connaissance. 

L'obtention de cals chez diverses espèces non comestibles de 

Dioscorea a fait l'objet de nombreux travaux mais principalement 

dans le but d'évaluer et d'améliorer la production de diosgénine. 

Peu d'auteurs se sont intéressés à la mise au point de milieux 

d'induction et de croissance optimale des cals ABROSHNIKOVA et 

al. (1971), CHATURVEDI et CHOWDHURY (1980) pour la croissance 

sur milieu solide; KAUL et STABA (1969), TAL et GOLDBERG (1982) 
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pour la culture en milieu liquide). 

Chez les espèces comestibles de Dioscorea, la callogenèse et 

l'organogenèse ont été peu étudiées: certains travaux ont montré 

la possibilité d'obtenir des cals à partir des noeuds et des 

jeunes feuilles immatures, mais sans organogenèse (ARNOLIN, 1980 ; 

AMMIRATO, 1982). D'autre part, dans un but de multiplication 

confonne rapide, des néoformations de tiges ont été obtenues ' a 

partir de tubercule ou de bulbille ' apres une courte phase 

callogène (ASOKAN et al., 1983 et KOUASSI et al. 1984) et 

directement à partir de feuilles dressées (SINHA et CHATURVEDI, 

1979). 

Notre étude est donc un travail de "défrichage" dont les 

résultats tant négatifs que positifs devraient pennettre 

d'orienter des recherches ultérieures afin de déooucher sur 

l'obtention et l'utilisation de variations sornaclonales. 

Les explants employés dans cette étude ont été prélevés sur 

des vitroplants car ce type de matériel présente, chez de 

nombreuses espèces, des capacités organogènes supérieures à celles 

d'organes prélevés in vivo (PANNETIER et al., 1981). 

Dans une première partie nous avons expérimenté l'aptitude ' a 

la callogenèse et à la néoformation de tiges de divers organes. 

Certains d'entre eux, les noeuds, les microbulbilles, les 

fragments de feuilles avec pulvinus et les hypocotyles de graines 

gennees in vitro ont permis à la fois la callogenèse, puis 
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l'organogenèse de tiges. Panni ceux-ci, les seuls explants, 

dépourvus de méristème sont, d'après les études anatomiques faites 

sur Dioscoreae (AYENSU, 1972 ; ESPIAND, 1983), les fragments de 

feuilles. L'explant P, formé du pulvinus distal et d'un fragment 

de limbe comprenant le départ des nervures a été choisi pour la 

poursuite de ce travail. Une étude anatomique a confirmé qu'il ne 

contient ni méristème primaire, ni méristème secondaire. Le cal se 

forme à partir des cellules périvasculaires. A notre connaissance, 

aucune étude histologique de l'origine des cals ou des 

néofonnations chez les Dioscoreae, n'a été publiée. Nous avons 

concentré tout notre effort sur cet explant car c'est un 

matériel de départ à priori plus favorable à l'obtention de 

variabilité ultérieure que les explants contenant un méristème. Il 

n'a pas été utilisé dans les travaux précédents, mais SINHA et 

CHATURVEDI (1979) ont rrontré la possibilité d'organogenèse directe 

à partir du pulvinus proximal de feuilles dressées. Nos résultats 

se retrouvent chez d'autres plants ; les fragments de feuille sont 

parmi les explants les plus réactifs chez un grand nombre de 

r,,<i0nocoty lédones Asp~agus (JULIEN, 1974), Saccharum 

(CHAGVARDIEFF et al., 1981), Pennisetum (HAYDU et VASIL, 1981) ••• ---
Par contre, les tubérisations sont plus rarement retenues corrme 

explants initiaux sur d'autres espèces que l'igname. Elles ont 

parfois été utilisées chez la porrme de terre (MIX et SIXIN, 1983) 

et la patate douce (YAMAGUSHI et NAKAJIMA, 1974), mais pas, ' a 

notre connaissance, chez le manioc ou la betterave. 

Nous avons ensuite mis au point un milieu de callogenèse 

convenant à l'explant P. Ce milieu doit contenir une auxine très 
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active (2,4-D tx-2,4,5-T ou MCPA entre 3 et 6 mg/1 ou piclorarn 

entre 0,5 et 3 mg/1) associée à une dose moyenne de sucre (environ 

30 g/1). La présence d'une cytokinine n'est pas indispensable mais 

elle peut être utile (à des concentrations comprises entre 0,25 et 

1 mg/1) pour prévenir le développement de racines néofonnées sur 

l'explant initial ou sur le cal. L'intensité de la callogenèse est 

nettement plus faible chez D. trifida que chez D. alata. Les 

travaux précédents avaient étudié l'influence du 2,4-D, de l'AIA 

et de l'ANA et seul, le 2,4-D, éventuellement associé à l'AIA ou à 

l'ANA, avait été retenu pour l'induction de la callogenèse. Nous 

avons montré que d'autres auxines peuvent l'induire mais elles ne 

sont pas plus efficaces que le 2,4-D et, en conséquence nous avons 

conservé cette auxine pour notre travail. L'influence de la 

concentration en 2,4-D, saccharose et kinétine a été étudiée. Un 

plan centré composé a permis de faire varier simultanément ces 

trois facteurs afin de préciser leurs combinaisons optimales et 

les interactions qui pouvaient exister entre eux. Une interaction 

entre le 2,4-D et la kinétine se dégage ainsi qu'une influence 

significative de la concentration en sucre sur la callogenèse. 

Ceci a permis de définir le milieu de callogenèse MC qui convient 

non seulement à l'explant P mais également à d'autres organes 

(bulbilles, noeuds, limbes, racines, hypocotyles de plantules). Ce 

milieu a un niveau élevé d'auxine mais les Monocotylédones exigent 

généralement de fortes teneurs en auxine et peu ou pas de 

cytokinines 5 mg/1 de 2,4 D pour l'induction des cals de blés 

(EAPEN et RAO, 1982), 7 mg/1 pour la canne à sucre (GUIDEROONI, 

1984) et jusqu'à 10 mg/1 sur Panicum (LU et VASIL, 1981). 

Nous avons également mis au point un milieu d'entretien des 

cals qui permet leur croissance indéfinie. 
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D'autre part, une influence significative de la température 

sur l'induction et la croissance des cals est apparue. La 

température optimale est variable selon les ' especes. A notre 

connaissance,le rôle de la température des chambres de culture n'a 

pas été étudié chez les Dioscoreae cultivées in vitro. Il semble 

cependant que ces deux espèces aient des exigences assez strictes 

en température: une différence de 2° C entraîne des modifications 

significatives dans l'induction et l'évolution des cals. 

Notre étude a également permis de définir les conditions 

d'organogenèse à partir de cals d'explants P initiés et entretenus 

sur des milieux riches en 2,4-D. Le milieu d'organogenèse doit 

contenir une auxine (ANA, AIB ou NOA à des concentrations de 0,5 à 

1,0 mg/1) associée à une dose moyenne de saccharose (20 à 30 g/1). 

La présence de cytokinines, d'adenine ou de glutamine n'est pas 

nécessaire. Elles auraient même un effet dépressif. La fonne et la 

quantité des macroéléments contenus dans le milieu minéral semble 

influencer l'organogenèse, et en particulier le milieu minéral de 

SINGH (1978) nous a donné parfois de meilleurs résultats que celui 

de MURASHIGE et SKocx.;. 

D'après cette étude trois facteurs influencent 

significativement le pourcentage de néoformations 

- la nature de l'explant initial les noeuds et les 

bulbilles se révèlent les plus favorables, et parmi les explants 

sans méristème: les fragments de feuilles contenant un pulvinus ; 

- l'espèce et le cultivar: dans ce travail, D. alata a 

fourni un nombre de néoformations très supérieur à D. trifida, et 
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chez D. alata, le niveau d'organogenèse à partir d'explants Pl est 

assez élevé pour le cv Florido alors qu'il est resté faible pour 

le cv Brazo Fuerte; 

- le niveau honnonal dans le milieu de callogenèse. 

D'autre part, chez D. alata, nous avons observé une 

prolifération cellulaire lente associée à des pourcentages de 

néoformations de tiges assez élevés sur des explants Pl placés 

directement sur un milieu ' organogene. Un cal réduit est ' a 

l'origine de ces régénérations et l'étude cytologique semble 

indiquer qu'il s'agit de néoformations directes. Ces résultats 

rappellent ceux obtenus par SINHA et CHATURVEDI (1979) sur les 

pulvini de feuilles dressées et par ASOKAN et al., (1983) sur 

bulbilles. Nous avons noté qu'un temps de passage court (2 à 5 

jours) sur un milieu riche en auxine augmente ce taux de 

néoformations. D'après les études réalisées sur d'autres plantes, 

la variabilité observée parmi les néoformations directes est très 

faible. Ce type de régénérations ne présente donc pas d'intérêt 

pour l'obtention de variations somaclonales. Mais il pourrait 

trouver son utilité pour la multiplication végétative rapide in 

vitro, comne dans les cas du palmier à huile (AHEE et al., 1981) 

et de l'Anthurium (EAPEN et RAO, 1985). 

Pour que la culture de cals puisse devenir un outil de 

création variétale chez les ignames comestibles, un effort 

important devrait être consenti à la fois en culture in vitro et 

sur les aspects biologiques: 
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il est tout d'abord necessaire d'obtenir une 

production massive de vitroplants néoformés. Or d'après nos 
~ . 

experiences, seul le cultivar Florido présente une -organogenese 

abondante à partir de cals d'explants Pl (dépourvus de méristème). 

Par contre les cals issus des noeuds et des bulbilles sont 

organogènes chez toutes les variétés étudiées (mais ces explants 

contiennent des méristèmes) • Des études complémentaires 

permettraient peut être de résoudre ce problème. 

. Il serait souhaitable d'étudier les réactions de 

divers cultivars de D. alata et D. trifida. La variabilité de 

réponse à l'organogenèse observée entre les différents cultivars 

pourrait se confirmer et certains d'entre eux se révèleraient peut 

être suffisarmnent réactif in vitro pour que l'on puisse bâtir un 

prograrrme de création de variabilité à partir d'explants sans 

méristème (tels que l'explant Pl). Par ailleurs, il conviendrait 

également d'étendre cette étude à l'espèce Q.:_ cayenensis-rotundata 

qui, avec D. alat9 représente la majorité des ignames consorrunées. 

Il paraît également intéressant de tenter des 

traitements mutagènes sur cals issus de noeuds ou de bulbilles. 

Ainsi, même si ces explants sont peu favorables à l'obtention de 

variations somaclonales, les potentialités organogènes des cals 

qu'ils produisent pourraient être utilisées pour la création de 

mutants. 

Des études devraient être faites sur les 

possibilités de conservation des cals. Des cals de noeuds ou de 

bulbilles cultivés pendant plus d'un an en condition non 

morphogène pourraient donner une variation somaclonale aussi 
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importante que des cals d'explant sans méristème entretenu pendant 

moins longtemps. 

- Pour la poursuite de ce travail sur les variations 

somaclonales il serait nécessaire de mettre au point des pressions 

de sélection appropriées et des tests de sélection précoces. On 

pourrait, par exemple, induire une résistance à l'anthracnose en 

cultivant les cals en présence de toxines. Mais des études 

complémentaires sur la biologie de ces espèces qui sont mal 

connues doivent être réalisées. En particulier, il faudrait 

s'assurer que le champignon responsable de l'anthracnose émet des 

toxines. Il serait également utile de développer les recherches 

sur la reproduction sexuée et l'étude des descendances chez les 

clones fertiles afin de mieux connaître le déterminisme génétique 

des caractères que l'on cherche à modifier. 
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ANNEXE 1 TECHNIQUES HISTOLOGIQUES UTILISEES 

POUR L'ETUDE ANATOMIQUE DES CALS 



1 - FIXATION 

Les 
Navashine. 
egaux: 

explants et les cals sont fixés avec une solution de 
Le Navashine est un mélange de 2 solutions à volumes 

Solution A: 

Anhydride chromique .•..•..••..•.......... . ~ . 
Acide acetique .......................... . 
Eau distillée ........................... . 

Solution B 

Formaldéhyde 40 % ••••••••••.•.••.•••••••• 
Eau distillée ..........•..........•...... 

2 - DESHYDRATATION ET INCLUSION 

Alcool 50 ° ....••••...••..•......••..•.... 
Al C 001 7 0 ° •••••..••..•....•.............. 
Alcool 95° .............................. . 
Alcool 100° (1) ....................•.•.•. 
Alcool 100° (2) •••••••••••••••••••••••••• 
Alcool 100° (3) ......................... . 

Alcool-toluène ( 1/lv) .•••..•.•.•••••...•. 

Toluene (1) ............................. . 
Tolu~ne ( 2) •••••••••••••••••••••••••••••• 
To 1 uene ( 3 ) ••••••••.•••••••••••••••••.••• 
Toluène paraffine .••.......•....•..•..... 
Paraffine 60° (1) •.••..•.....•..•.......• 
Paraffine 60° (2) •••••••••••••••••••••••• 
Paraffine 60° (3) .......••..•..•........• 

1 g 
7 ml 

92 ml 

30 ml 
70 ml 

1 heure 
1 h 
1 h 
2 h 30 
2 h 30 
toute la nuit 

2 h 

2 h 
2 h 
2 h 
5 h 
2 h 
2 h 

16 h 

Le fragment est ensuite inclus dans un bloc de paraffine. Les 
coupes sont réalisées au microtome à 10 M d'épaisseur. Les coupes 
sont collées sur les lames avec de l'eau gélatinée à 5 % et 
séchées au minimum 48 heures à l'étuve (45° C). 

3 - DEPARAFFINAGE 

Toluène (1) ............................... 10 mn 
Tolu~ne ( 2)............................... 10 mn 
Toluene ( 3)............................... 10 mn 

Alcool 100° ( 1 ) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10 mn 
Alcool 100° ( 2 ) • • • • • • • • • • • • • • • • • • • . • • • • • • • 10 mn 
Alcool 100° ( 3 ) • . • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 10 rnn 

Alcool formol (4/1) ••.••.•....•••..•.•.••. 5 mn 
Rinçage eau courante ••......••.....•..•... 5 à 30 mn 



4 - COLORATION 

Mordançage : 

Alum de fer 5 % •••••••••••••••••••••••••• 
Rinçage eau courante ..•........•......... 

Coloration: 

5 heures 
plusieurs bains 

Hématoxyline •.••••.•••..•••..•...•••.••.. 16 heures 
Rinçage eau courante .........•..•..•..... plusieurs bains 

Différentiation : 

Alun de fer 3 % •••••••••••••••••.•••••..• surveiller la différen
tiation au microscope 

Rinçage eau courante ...........•.....•... au moins une heure 

5 - MONTAGE 

Les lames sont déshydratées à l'alcool 100° pendant 5 mn puis 
montées à l'euparal. 
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