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Et d'abord, aqu'entendons-nous par variant ? Il s'agit de
vegetaux qui, nantis &u méme patrimoine hereditaire que 1'individu
dont ils sont issus, 1ontrent, d'une maniere intégrée et
persistante, un mode de fonctionnement de 1'information genetique
ne corresnondant pas a celui normalement connu dans la vie de la

nlante.

NOZERAN et BANCILHON, 1972



L'igname, la reine des plantes, etait une reine tres
exigeante. Pendant trois ou quatre mois, l'igname demandait un dur
travail et une attention constante depuis le chant du coq jusqu'a
ce aue les poules aillent se percher pour la nuit. ILes Jjeunes
nousses etaient vrotégees contre la chaleur de la terre par des
couronnes de feuilles de sisal. CQuand les pluies devenaient bvlus
fortes, les fermes plantaient du mals , ces melons et des haricots
entre les monticules a ignarmes. Les ignames etaient alors pourvues
de tuteurs, d'ahord des petits bhatons et plus tard de grandes et
grosses branches d'arhres. Les femmes desherbaient la ferme par
trois fois a des périodes définies dans la vie des ignames, ni

trop tot ni trop tard.

CHINUA ACHEBE, 1973

(MMigeria)
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INTRODUCTION



Dioscorea trifida

Planche 1 : Dioscorea alata et bioscorea trifida (d'aprés PURSEGLOVE , 1972)

Légende : A : portion de tige avec les inflorescences miles
B : tubercule

c : portion d'inflorescence femelle Q_ou nile &2
D : fleurs males

F : fleurs femelles

-

-
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Depuis les temps prehistoriques, les populations d'Asie et
d'Africque tromicale ont consorme des tubercules d'ignames pour
satisfaire leurs bhbesoins alimentaires (ALEXANDER et  COURSEY,
1965 ; COURSEY, 1975). Aujourd'hui, cette culture reste limitée a
cuelcnies ragions qui lui sont traditionnellement et culturellement
attachées : 1'Africnie de 1'Ouest cui produit les 3/4 de la
aroduction mondiale, les Caralbes et certaines regions de 1'Asie
du Sud-Tist (COURSEY, 196€7). Tres fortement concurrencée par le
manioc et la patate douce, la production mondiale des ignames a
neu avolus au cours des 20 dernicres années*.

Pour redonner de l'essor a la culture de 1l'igname, 11 faut
modifier considerablement les variétes actuelles, afin de les
adapter aux exigences d'une agriculture moderne plus productive.
Or 1l'amclioration généticue des ignames comestibles par voie
sexuee se heurte a de nombreuses difficultes et elle n'a pas
D@ﬂﬁls, jusqu' a présent, de diffuser des hybrides superieurs aux
variétes traditionnelles.

La culture in vitro offre la possibilite de créer une
variabilite sans faire intervenir la reproduction sexuee. Diverses
technicues ont doja donné des résultats et, en Wartlculler, des
néoformations a partir de cals ont été,chez de nombreuses especes,
source de variations somaclonales utilisables en amélioration des
nlantes. C'est cans ce cadre que s'inscrit notre travail qui porte
sur les modal1tes de callogenese et de neoformation de tiges chez
deux esppceq d'ignames conestibles : Dioscorea alata, cvs Brazo
Fuerte et Florido et D. trifida, cvs Moengo V et INRA 5-20 (cf
planche 1). T

Nous présentons tout &'abord les ignames, les problemes que
posent leur culture et leur selection et le role que peut jouer la
culture in wvitro dans 1' ameélioration varietale de ces especes.
Puis nous exposerons les techniques utilisees au cours de notre
etude. Nos resultats seront divises en 3 chapitres :

- le choix de l'explant initial,

- la callogenese et l'entretien des cals d'explants
foliaires,

1'obtention de neoformations a partir de cals ou de
fragments de feuilles.

In conclusion, nous exposerons quelques orientations pour la
poursuite de cette etude.

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

Les ignames regrounent un ensemble d'environ 600 especes
appartenant au genre Dioscorea et reparties, pour la plupart, dans
la zone intertropicale.

1.1 - Origine et dispersion

Te centre d'origine des Dioscoreacées est probablement 1'Asie
du Sud-Est ou elles se sont differenciees a la fin de 1l'ere
secondaire. Avec la formation de 1'Atlanticque, au Crétace, les
especes de Dioscoreae américaines se separent des especes
afroasiaticues (BURKILL, 1960 ; COURSRY, 1967). Il y aurait donc
trois centres de diversification des ignames : 1'Asie tropicale,
1'aAfricque occidentale et 1'Américue tropicale (cf carte de la
répartition wondiale des ignames). Ies especes qui ont ete
etudiées dans ce travail sont d'origine asiatique (D. alata) et
américaine (D. trifida). T

On ne connalt nas de formes sauvages de D. alata. Elle
oroviendrait probablement de plantes dérivées de deux especes
sauvages D. hamiltonii et D. persimilis cqui sont botaniquement
tres proches de D. alata (COURSEY, 1969). Il existe par contre des
formes sauvages de D. trifida en Amérique et de D. cayenensis en
Afrique. T T

1.2 - Classification

Les ilgnames ampartiennent a :

la classe des Monocotyledones,
l'ordre cdes Liliales,

- le sous ordre des Protoliliales,
la famille des Dioscoreacees,

le genre Dioscorea

(d'aprés BURKITL, 1960 ; cf tableau 1).

La classification des Dioscoreaceées reste encore controversee
et des c&tudes sont en cours pour clarifier les problemes
taxonomiques, en particulier ceux des especes D. cayenensis et
D. rotundata chez lesquelles de norbreux auteurs  voient
actuellement une seule espéce. (MIRGE, 1982 a, b, c¢ ; IKEDIOBI et
IGPOANUSSI, 1983 ; HAMON et al., 1985).



Proto-Liliales
(hermapbrodites)

Proto-Dioscoreaceae
(hermaphrodites)

I
Liliaceae-Asparagoideae

Proto-Dioscoreaceae
(hermaphrodites)

Trichopodeae

l I

Trichopus Avetra

Dioscoreaceae '
(dioiques)

1

Stenomeris e—m-

Dioscoreae du Dioscoreae

nouveau monde 1'ancien monde

de

Tamus

Rhizomateuses tubéreuses Tubéreuses
Section
Pedicellatae
Rajania
Nombreuses sections Nombreuses sections
dont D. trifida dont D. alata

Rhizomateuses

Section Stenophora

TABLEAU 1 : Classification des Dioscoreacées

(d'aprés BURKILL, 1960)

paradioscoreaceae



1.3 - Nombres chromosomiques

Le nowmre de hase _est x = 10 pour les esveces asiatiques et x
= 9 ou 10 nour les especes anfllcalnes et africaines. Le niveau de
nlolidie ost  variable selon les especes et les cultivars mais il
ast genéraloment alevi: entre 2 x ot 10 x avec tous les
intermadiaires nossibles. La nolyploidie s'est exercée librement,
soit nar antoploidie (forme & 4 x et a 8 x) soit par alloploidie.
Les formes aneunloldes sont rares (MARTIN, 1966). ILes nombres
chromosomicuas rencontrs les nlus fréquemment sont @0 2n = 40, 60
ou 50 chez N. alata (MARTIN et ORTIZ, 1963 ; RAMACEANDRAN, 1568)
et 2n = 20 chez D. trifida (ESSAD, 1984). La nolyploidie de ces
esmeces neut explicuer leur faible fertilité.

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

Les ignames sont cultivées orincipalement nour leur intéret
alimentaire. Hlles produisent des tdbPECUqu riches en amidon avec
une teneur non uoallao hle en nrotéines (MARTIN, 1976 ;  BOURRET,
14973). Tes ignames sont daficientes en lipides inais elles ont une
tenaur assez elﬁvwﬁ ~n vitamine A et C. Une cinquantaine d'especes
sauvaaes, narfols a demi domoctiuuﬁes sont consommanles (MARTIN et
DRGRAS,  19789h). Elles sont consommees en cas de  disette, ou
traditionnelleoment dans le cadre d'une protoagriculture de forét 3
les nvamdes laissent en terre un flagmeﬁt de tuhercule aﬁres en
avoir »ralave une nartie (BAITUCITT, 982). TLes tubﬁrculgs de ces
especes sauvages ont une teneur élovﬁp en amidon asqoc1me parfois
a une assez forte teneur en nrotzines (10 $ de la matiere seche)
rais ils »résentent de nombreux caracterss indesirables :
alcaloides toxicues, tubercules tres profonds, difficiles a
daterrer, couverts d'énines... (HLADIX et al., 1984).

Tes ignarnes comestidbles sont surtout représentees par une
douzaine d'especes cultivees : les principales sont Dioscorea
alata et D. cavenensis-rotundata suivies par D.
esculenta, D. trifida et D. bulbifera. Ces cina especes as-
surent environ 95 % dQ la oroductlon mondiale (MARTIN et DIGRAS,
1978b) .LLes autres especes cultivees, de moindre irmportance, sont :
D. opposita, D. japonica, D. dunetorua et D. hispida et enfin,
D. ventanhvlla, ». numilaria et D. transversa. Les ignames
viennent en cuatrieme wnlace dans la production imondiale de
tubercules anres la porme de terre, le manioc et la patate douce.
D'aprés les statisticues de la FAO (1974-1982)*, la oproduction
rmondiale est comprise entre 20 et 25 millions de tonnes, les deux
princinaux nays nroducteurs atant le ”1qer1a et la Cote d'Ivoire.

* d'anres les informations donnces nar la Division Statistique de
la 'AO, 1984.
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Denuis les travaux cde MARKER et al. (1947), 1'industrie
nharmaceuticue s'est intéressée aux especes de Dioscorea sauvages
muii contiennent des stéroldes du type sapogenine (principalement
la diosgénine) cui s'accumule dans les organes de réserve. Les
especes qui contiennent le plus de sapogénines sont D. composita ,
D. spiculiflora, D. floribunda, et D. deltoidea (MARTIN, 1972).
La diosgenine est utilisee corme molecule de base dans des chalnes
de synthése aboutissant aux hormoneg sexuelles, aux composés
contracentifs, aux cortisonicques et a la spirolactone (BACCOU,
1984 et SAUVAIRE, 1984).

2 - LA CULTURE DES IGNAMES ET SES CONTRAINTES

2.1 - Mode de reproduction

Le mode de reproduction habituel est la multiplication
vegetative. Il est nossible de faire des bhoutures de tiges
(FERGUSSON, 1972), mails dans la nratique agricole, on nlante des

ragments de tubercules, des petits tubercules formés a coté du
tubercule princinal, des tubercules de deuxieme récolte ou parfois
des bhulbilles. Ce mode de renroduction est couteux. Les ignames
semences representent 10 a 30 % du poids de 1la récolte. Leur
conservation est médiocre ; les semenceaux sont lourds (au minimura
200 q), fragiles et de taille irréguliére. Ils sont, de plus,
héetérogenes et leur levee est irréquliere et souvent mauvaise.
Ceci entralne une grande concurrence des adventices (et un travail
de sarclage important), une forte hetérogeneitée des calibres des
tubercules a la récolte et des rendements d'autant plus faibles
que la levee est tardive (VANDEVENNE, 1976).

2.2 - Rendements

RBien cu'en culture monospecificque intensive les rendements
puissent atteindre 50 T/ha chez D. alata, D. trifida et
D. cayenensis, ceux-ci sont en general beaucoup plus faibles : 10
a 20 T/ha (IITA annual renorts 1980 a 1982 ; DEGRAS, 1976 ;
RODRIGUEZ, 1983 ; DUMONT, 1934a).

2.3 - Qualite des produits recoltes

Les tubercules présentent une grande variabilité en forme et
en taille. Ils sont cassants et leur epiderme est souvent rugueux,
irrequlier et fragile. Afin de faciliter la recolte et son
éventuelle mecanisation, on recherche des tubercules réquliers
ovales ou ronds, résistants aux chocs, de calibre homogene et pas
trop volumineux. Ils doivent également bien se conserver au cours
du stockage et posscder de bonnes cualités culinaires (temps de
cuisson moyen ou court ; chair onctueuse, ni amere ni trop sucrée)
et nutritives (teneurs en matiere seche, en acides aminés et en
vitamines alevees).



2.4 - Problemes de main d'oeuvre

La production vient essentiellement de petites exploitations
traditionnelles et la culture est entierement manuelle. C'est une
culture exigeante eon main d'oeuvre : le billonnage, la nlantation,
le tuteurage, les sarclages et la recolte requiérent de nombreuses
heures d'un  travail »enible : environ 200 jours par hectare
(OLYMPIC, 1932 ; OSTUrRNE, 1982 a, H ; DUMONT, 1984bh). Dans ces
concitions, 1'ignaime annar ait plutot corme une Culture maraichere
de luxe o'une grande culture. Des =tudes ont «¢ até faites nour
macaniser cette culture afin de rédulrt les temns de travaux et
simolificr lrs onarations culturales (VANDEVINNE et TOURTZEVITCH,
1977} - La mécanisation n»ermet un gain de temps important
(VANDFVERRE, 1973h ; SOULEYMANES, 1984).

2.5 - Probleme de la masse vegetale

Les icnames sont des lianes a grand developpement vegetatif
nouvant atteindre 30 metres de lonqueur de tices avec un noribre
total supérieur a 1000 feuilles (TROUSLOT,  1985). Les _ignames
cultlvﬂes sonf oen@ralﬁment tuteuraes. Le tuteurage est couteux et
gene la iécanisation des sarclages et de la recolte ; meis
1'ahsence de tuteurace agorave les deqats des maladies fongicues
et raduit les rendewments (GAITT, 1963 ; OKOLI, 1982 : MJANTIKI et
al., 1985). o

2.6 - Problemes phytosanitaires

e mode de nropagation par voie vegetative favorise la
transnission des maladies d'une culture a la suivante.

Chez D. trifida et . cavenensis-rotundata, les maladies les
plus graves sont les viroses, en narticulier la mosalcque des
feuilles (EDWIGE, 1979 ; HAQUD et MANTELL, 1930 ; THOUVEMLL et
FAUQUET, 1980 et 1982).

Chez D. alata c'est Ll'anthracnose cue a Colletotrichum
aloecsporioidies «ui est la nrincipale maladie foliaire (BAUDIN,
1956 ; TORRIBIO et al., 1980 ; WIRCH et al., 1984 ; NOTTEGHEM,
1985).

Certaines varietés, tres aporeciées des consommateurs mais
sensibles ont été presque totalement éliminées nar 1'anthracnose.
C'est le cas, nar exemple de la varieté Pacala aux Antilles. Il
existe des variétés resistantes mais elles n'ont pas toujours de
bonnes aptitudes agronomicues et culinaires (MINUCCI et al, 1$85 ;
PALCY et al., 1985).

D'autre nart, les nematodes causent des dégats importants :
le nrincival néematode des ignames, Scutellonema hradys, est
rm%nonsahlﬂ de graves vertes occasionnées nendant le stockage des
tubercules (DEGRAS et KFERMARREC, 1976 ; KERARRIC et al., 1980
BRIDGHE, 1982).




3 - L'AMELIORATION VARIETALE DES IGNAMES COMESTIBLES

3.1 - Biologie de la reproduction sexuée chez les ignames

3.1.2 - La fertilite

La reproduction par graine est possible mais elle est reduite

chez les OsWLCCS cultivees. Les ignames sauvages, au contraire,
sont floriferes et se reproduisent par graines (MARTIN et al.,
l°r° ; RAC et al, 1973 ; ARAII et al., 1983 ; DUMONT, 1985). Il

'v a cque celoues especes comestipbles cui présentent  des
aroblémes de fructification dans le cenre Dioscorea. La perte de
fertilité® chez ces especes serait une consequence de  la
dormestication (COURSEY, 19276).

Dioscorea alata est nresque totalement sterile : sur des
milliers de capsules collectées, on obtient cuelcques dizaines de
graines viables (JOS ot VIJAYA BAT, 1980) et sur des milliers de
nollinisations manuelles effectuses a 1'IITA d'Ibadan, il n'a ete
récolte  cue 600 fruits et 40 graines viables (IITA Annual Report
1979). Par contre chez D. trifida et D. rotundata, le
nourcentage de oraines ontenu*s est heaucoup nluq éleve meme s 1l
reste lrroquller et limité a certains clones (SADIK et OKEREKE
1975a ; IITA annual report, 1976 ; DHGRAS, 1982).

3.1.3 - La dioecie

Les ignames sont lelnu@q _avec cependant queloues excentions
(individus ronolcues ou meme a fleurs hermaphrodites). Certains
cultivars ont une floraison abhondante mais chez d'autres, on n'a
jamais observa de fleurs. Parmi les clones cui fleurissent, il y a
beaucoup plus de clones males cque de clones femelles (DOKU, 1982 ;
DEGRAS, 1982 ; BULLIZ LEGRAND, 1983). Chez D. alata, la plupart des
clones qui fleurissent sont males (MIIGE, 1952) ; 1l existe
quelnueo clones femelles mais leur floraison est tres rare et tres
irréguliere, pour certains clones moins d'une fois tous les dix
ans. (DUMONT, communication nersonnelle).
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Peu d'etudes ont ete faites pour ameliorer les ignames
comestibles par hyhricdation. Cependant, deux programmes importants
Ort ouvert la vole de la reproduction sexuée comme technicue de

réation variétale chez ces Gb?LCOG g

- un programme d'hvbridation entrepris a partir de 1966
au centre IV de Guadeloune sur D. trifida principalement, mais
également sur D. cavenensis et D. alata (DEGRAS, _1984). Plusieurs
hvbrides intras WQClthucs de D. trifida ont donne des rendements
plus elevas cque les varietas locales mais avec une qualité moyenne
des tubercules (MIGRAS, 1932). Cependant, le clone hybride INRA
5-20 presente une honne artitude culinaire (DEGRAS et al., 1980).

- un proqramme d'hybridation entrepris a partir de 1975
a 1'ITTA d'Ibadan sur D. rotundata principalement mais eégalement
sur D. cavenensis, D. dumetorum et D. alata. Des dizaines de
milliers de plantules issues de graines de D. rotundata ont éte
obtenues et étudiées au point de wvue du rendement, de la
resistance aux maladies, de l'architecture de la plante, de la
qualite et la forme des tubercules et de la conservation (WILSON,
1982). Certains clonOG, sclectionnés dans la descendance des
araines, ont donné des rendements nlus eleves cue les varieteés
locales, mais des cualités agronomicues ou culinaires moindres
(ITT2A annual renort, 1979 et 1982, AXORORA, 1983 h).

On pourrait attribuer les rendements élevés obtenus par les
clones issus de vrdines a 1'élimination des virus lors de la
renroduction sexuce. In effet, il a &te rmontré une corrélation
nositive hautement significative entre la cgravité des viroses et
la nerte cde rendement chez les ignames sensibles nar exemple chez
D. cayenensis-rotundata (DUMONT, 1934, b). Chez D. trifida, le
clone hybride INRA 5-20 s'est ravela tres sensible aux virus, ce
cui reduit considerablement sa production (BUFFON, 1980), malgre
ses honnes vpotentialites.

Les croisemeﬂts realisGés ont permls de faire les premleres
études sur la genéticue et 1'héritabilité de certains caracteres
chez D. rotundata (WILSON et VICTOR, 1980 ; WILSON, 1982 ;
AKORODA, 1983 b) et D. trifida (DEGRAS, 1982). Il est a noter cue
de tres normbreux génotyoes issus de croisements entre cultivars
intéressants presentent des caracteres primitifs indésirables par
exemple des tubercules longs et effilés (TROUSLOT, 1985).

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

A nvartir des premiers essais effectués par HABERLANDT en
1902, la culture in vitro a evolue jusqu a la mise au wnoint de
cultures indefinies de tissus de Dicotvlédones (GAUTHERET, 1939 ;
NOBECOURT, 1939 ; WHITE, 1939) et plus tard, de Monocotyledones
(MOREL et WETMORE, 1950). On a obptenu depuis, des cultures de cals
ainsi que des néoformations a partir de cals sur un tres grand
normbre d'espéces de Mono et de Dicotylédones (HURAULT, 1978 ; 1979
a, b, ¢ ; FLICK et al., 1983 ; AMMIRATO, 1983 ; MARG , 1984 ; de
FOSSARD, 1976).



- 11 -

Les npnremieres publications sur la culture in vitro des
Dioscoreacees vportent sur la formation de bulbilles a partir de
segments nodaux de D. opposita (SAWADA et al., 1958), D. batatas
et D. Jjanonica (ASAHIRA et NITSCH, 1963). Elles ont egalement
concerne 1'obtention de colonies tisqulalres a partir de fragments
de tubercules sur D. composita (NICKHFLL cite var GAUTHERET, 1959)
et de bulbilles sur D. sansibarensis (RAO, 1969) et UDUEBO (1971),
otudiant la formation des bulbilles a partir de segments nodaux de
D. bulhifera), note l'apparition de cals sur certains milieux. A
partir de ces boremiers essais, la culture in vitro des
Dioscoreacées s'est diversifice dans 3 voies : —

- la multiplication et la conservation de genotypes,
- la production de métabolites secondaires,
- la recherche de variabilité.

4.1 - La multiplication et la conservation de genotypes

Le microbouturage in vitro permet d'obtenir rapidement un
tres grand nombre de nlantes a partir d'un seul individu. Il a été
largement étudie chez les ignames alimentaires et pharmaceutiques
afin d'assurer une multiplication rapide des meilleurs clones :
sur D. alata, D. cayenensis-rotundata, D. pulbifera, D. trifida
(MANTELL et al., 1978 ; ARNOLIN, 1980 ; GREGOIRE, 1980 ; CORTES-
MONLLOR et LIU, 1983 ; DEGRAS, 1983) ; sur D. batatas et D.
japonica (ASAHIRA et NITSCH, 1969) et sur D. floribunda
(CHATURVEDI, 1975 ; AMMIRATO, 1982). T

Des technicques de culture de meristemes ont été mises au
point dans un but phytosanitaire sur D. deltoidea (GREWAL et al.,
1977), D. alata et D. rotundata (MANTELL et al., 1980 ; CORTES
MONTLOR “et al., 1982 ; "NG, 1983 ; NG et HAHN, 1985). Elles
nermettralent t 1'elimination des virus qu1 se rarefient a orox1mlue
du meristeme. La thermothéranie apoliquée sur le vitroplant semble
efficace pour l'éradication de certains virus chez 1'igname

(BALAGNE, 1985). Elle pourrait eétre associee a la culture de
meristeme pour renforcer 1'efficacite de cette methode. Ces
techniques suscitent  bheaucoun  d'interet en  raison de

1l'amelioration des rendements cue pourrait apoortpr 1'utilisation
de clones sains. Cependant, la culture de méristeme chez les
Dioscoreae n'est pas suffisamment maitrisée pour deboucher
actuellement sur des applications  agronomiques (SALEIL,
conmunication personnelle).

Par ailleurs, des vitrotheques sont actuellement en cours de
constitution nour la conservation des ressources genetiques (IITA
annual report 1980 ; DIGRAS, communication personnelle ; NG et
HAMN, 1985).
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4.2 - La production de méetabolites secondaires

La culture en champs des Dioscoreae sauvages s'étant révelée
peu rentable pour 1'industrie pharmaceutique (MARTIN, 1972),
differentes &quipes se sont orientées vers la production de
diosgénine in vitro. Cependant, malgré des recherches nombreuses,
la production de mctabolites secondaires chez les ignames n'a
jusqu'a prasent pas eu @'annlications industrielles, la production
in vitro n'etant nas suffisante pour concurrencer d'autres sources
de steroides..

L'initiation et la culture de cals ont été étudiees chez les
nrincipales especes productrices de diosgénine. Des milieux
capables c¢'assurer une bhonne croissance des cals et une vroduction
maximale en diosgénine ont &te mis au point. Outre la diosgenine,
les cals contiennent diverses sapoganines (TOMITA ot al., 1970 ;
RFMARD, 1684). Les cals sont ensuite passés en suspension
cellulaire, mnuis en culturc continue en biofermenteur (TAL et
GOLDBERG, 1982).

Les milieux de culture les plus couramment employes pour
1'induction et la croissance des cels sont le milieu de MURASHIGE
et SXOCG (1962) et le milieu RT (XAUL et STABA, 968). L'hormone
nrescue exclusivement utilis2e lors de ces cdeux étapes est le 2,4-
D. Le tableau 2 rassemble les descriptions des conditions de
callogenese chez les diverses esncces de Dioscorea qui ont fait
1'objet d'atudes.

4.3 - La recherche de variabilité génetique

A 1l'issue du VIIeme symposium de la Sociéte Internationale
nour les Plantes a Tubercules Tropicales (Guadeloupe, Jjuillet
1985), trois orientations ont eté retenues dans la recherche de
variabilitz par culture in vitro chez les ignames :

1

1'haploidie,
- la variation somaclonale,
la culture et la fusion de protoplastes.

|

4.3.1 - L'haploidie

A notre connaissance, une seule etude a eéte faite sur ce
sujet : des cultures d'antheres, realisées chez D. trifida, ont
donné quelques divisions des microspores (ARNOLIN, 1976). Ce
travail n'a pas eté poursuivi. Cette voie pourrait cependant
contribuer efficacement a 1l'amélioration des ignames d'apres les
résultats obtenus chez les autres especes polvploides :

L'obtention d'haploides par androgenése ou gynogenese a étée
réalisée chez de nombreuses pnlantes ; nous ne citerons cque
cquelques especes de type polynlolide : bhlé tendre (DE BUYSER et
HENRY, 1979, 1980) ; canne a sucre (FIICH et MOORE, 1983) ; Ray
gras (PAGNIEZ et DEMARLY, 1979) ; pome de terre (DUNWELL et
SUNDERLAND, 1973 ; WEATHERHEAD et HENSHAW, 1979)... Il est
egalement nossible d'induire le développement d'haploldes par
parthenogéneése in vitro (HERMSEN et VERDENIUS, 1973).






TABLEAU 2

CALLOGENESE ET CULTURE DE CAL CHEZ DIVERSES DIOSCOREAE

| | | | l l
| | Explant l Milieu Hormones dans | Hormones dans |Sucre + com- Conditions Fréquence But de
| [Espices | | | 1e milieu de le milieu posés orga- des |  RéFérences
| d'origine | minéral | collagentse d'entretien |[niques divers culturales repiquages 1'expérience |
| | |
| I | I I l |
| D. deltoidea | tubercules MS modifié | 2,4-D6mg/1 2,4-D 1mg/1 | Adenine 5mg/1 | 27 ° X |Détermination de la |CHATURVEDI et
| | +AIA 1mg/1 +AIA a,25mg/1 |Mesoinositol 14 h de jour teneur en diosgénine |SRIVASTAVA, 1976
| | | 1g/1 | des cals |
| | +Kin 0,5mg/1 |+ Kin 0,25mg/1|CH 15 % [ l
| I 3 sac 30 g/1 | |
| | l | l
| | Schenk |2,4-D 2mg/1 | 270 [ CHATURVEDI et
| Hildebrandt X |+AIA 2mg/1 Sac 30 g /1 | 15 hde jour X idem CHOWDHURY,. 1980
| modifié lkin 0,5mg/1 | |
| ; | ! b 4 |
' ' X |2,4-0 0,5ng/1 | nesoinositol 270 CHOWDHURY et
I l AIA 2mg/1 500 mg/1 15 h de jour X Idem CHATURVEDI, 1980
| | | |[Kin 0,5mg/1  |sac 30 g | | | |
i | |- | | ||
| Ms | X | 2,4-0 1mg/1 | X 270 X Effet de 1'azote sur
| | | | 15 h de jour la différenciation |‘SINGH, 1978
; | | ultérieure du Cal
MS X |2,4-D 2mg|1 X 270 | X Etude de la
I 14 h de jour | respiration | sInGH, 1982
Plantules RT 2,4-D 1mg/1  |2,4-D 1mg/1 Sac 30 g/1 Lumigre du 4 semaines [Détermination de la |KAUL et STABA, 1968
| | Mesoinositol jour teneur en diosgénine
l 5¢/1
Rhizomes MS ou RT ] 2,4-D Im ;I—_—}__ e ité ines ore iti
. q 2,4-D 1mg/1 Sac 30 g/l Obscurité ou 6 semaines |Etude des conditions |ABROSHNIKOVA et al,
| Kin 0,1 mg/1 | hydrolysat de | lumidre diffuse lde culture des cals 1971
{ caseine I
- |__
X | RT | X |2,4-D 1mg/1 Extrait de | 16 h de jour | 3 semaines  |Détermination de la |MARSHALL et STABA,
| l | levure | | teneur en diosgénine 1976
| sac : 30 g/l | |
4 B 5




| | I |
| " Explant Milieu Hormones dans [ Hormones dans | Sucre + com- Conditions | Fréquence But de [ o |
Espéces Bxr 7w , Références
[ |1e milieu de le milieu | posés orga- l des |
| d'origine minéral | callogenése d'entretien |niques divers | culturales repiquages l'expérience |
| I |
l I I
| D. deltoidea X MS X | Kin 0,1mg/1 hydrolysat de X 4 semaines Etude de la mutage- | KARANOVA et al, |
| | 2,4-D 1mg/1 caseine | | | nése [ 1979 |
I | 50 mg/1 | | l
I - | I
| | 28° culture Production de TAL et GOLDBERG, |
X MS | X 2,4-D 0,1mg/1 X en fermenteur X diosgénine 1982 et 1983
D. composita | noeuds de | . | myoinositol | Etude des réactions |[ORTEGA - PACHECO,
| plantules MS | 2,4-D 1mg/1 2,4-0 1mg/1 | 5 g/1 259 X en culture in vitro 1970
| sac 30 g/l
l !
I D. villosa | hypocotyle | MS 2,4-D 3mg/1 { 2,4-D 1mg/1 % Sac 30 g/l X 4 semaines Détermination de la lRENARD, 1984
| D. baleanical | l l | teneur en diosgénine
D. caucasica
| E— E— | |
D. floribunda| Tubercules et] RT | 2,4-D 1mg/1 | 2,4-D 2mg/1 | X | 26 © 6 semaines détermination de la |[AMINUDDIN et
| apex | | . | | | teneur en diosgénine |CHOWDHURY, 1983
! | l | | | des cals | I
l I | | | l
Plantules | RT | 2,4-0 3mg/1 | 2,4-D 3mg/1 | X X 6-8 semaines | idem |KHANNA et al, 197
| ! | |
} | RT { 2,60 1mg/1 2,4-D 3mg/1 X X X idem KHANNA et al, 1980
1 l TTT - l e
D. Sansiba- | Bulbilles | White 2,4-D 2mg/1 | 2,4-D 2mg/1 | Sac 10 g/1 | X | X | Culture de cal RAO, 1969
rensis CW 10 %
_— EREPURSIISTE) [ Spspep - N, NP o) [J S —_ |
D. Tokoro Plantules | Linsmeier 2.@;0 (10_65 6 | Détermination de la |
| et Skoog 107 M) 2,46-D10 M X 259 4 semaines | teneur en diosgénine |[TOMITA et al, 1970
| | Kin (0-2) mg/l{ | } | | des cals
| 0. zingibe- hypocotyles RT 2,4-D:4mg/1 | 2,4-Dbmg/1 sac 30 g/1 | 240 | X idem Research group of
rensis | | | plant morphology |
. | | - - ] |-----1878
| D. alata noeuds NS Kin 0,1mg/1 | 6lutamine | 25-300 |Etude des réactions |ARNOLIN, 1980
D. bulbifera ANA I mg/l & [200 mg/1 | 12 h de jour X |des noeuds en cul-
D. trifida | | 2,4-D T mg/1 { [sac 30 g/1 } | |ture in-vitro
------- |
D. alata, tubercules Ms 2,4-0 o | | sac 30 g/1 | 259 | [nctivité invertasique |KOUASST et al, 14|
D. esculenta (5-50)10 M | | UeeBiirat ldes tissus - |
D. rotundata | § | l X , I ,
| I ] ! L | : 1 1 -

X :

information non précisée dans 1'article
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D. esculenta

cals

TABLEAU_3_: MEQFORMATIONS OOTENUES_SUR_DIVERSES DIOSCOREAE
Explant l Milieu I Age et poids l { | But de
| i p ;
Espéces | Explant | 4 iﬂfi::;en [ di:“fihi;:: Milieu d'organogénése | Résultats RéFérences
d'origine } {d'organogénése I 1'expérience
D. deltoidea | hypocotyles ! HS + 2,4-D I cal de 50 mg | GREWAL et ATAL, 1976
| | | | |
| des graines enl 1 mg/l | aprés le G&éme | RT + AIB 0,5 ppnm I tiges apris 2 multiplicatiunl
| germination | [ repiquage t+ BAP S5 ppm I mois rapide
plantules } HS + ANA { cal aprés le MS + KIN 1 mg/l + { i
issues de l (1-5 mg/1) + | Seme repiquage, BAP (1-2 mg/l) | tiges aprés MASCARENHAS, HENDRE,
graine lait de coco HS + KIN (7 3 12 mg/1) +; 45 jours
‘ } 10 % } 2,4-D 0,01 mg/1 I | Etude des VARRHE SHUEALE, 1
I'tubercules" de| T l MS + lait de coco 10 % [ tiges aprés &4 | variants | LODBOLE, PRABEL:
I plantules ; X { X I # semaines { TRBARRRTASN,. DN
I MS + 2,4-0 I cal de 100 mg | MS modifié + 2,4-D {embryogénése }étude de 1'ef- SINGH. 1978
| 1 mg /1 | aprés le 7&me | 0,01 mg/l + KIN lsumatique apréslfet de 1'azote
repiquage (6 3 12 mg/1) 20 jours
piquag 9 3
tubercules l | | I
} MS + 2,4-D } cal aprés le HS modifié + 2,4-D {embryngénése } étude de la SINGH. 1982 [
[ 2 mg/1 | Téme repiquagel 0,01 mg/1 + KIN 9mg/l |somatique I respiration i I
D. composita | noeuds ‘ RT + 2,4-D I calsde 1 g | RT + ANA 0,5 mg/l + { tiges aprés étude des DATTA S.K., et al.
| 2 mg/l + | agés de 1 an BAP 1,5 mg/1 | 45 jours variants 1981
KIN 0,5 mg/l
| ' | |
D. macrosta- | noeuds { = MS + lait de coco 10 % % tiges aprés | uultiplicationi MAPES et URATA, 1970
chya l X | X + ANA 5 mg/l ou 2,4-D ! 8 semaines raoide
| I 5 mg/1 |
| [--mmmmmmmmm e | oo e
D. floribunda| ooeuds | Hs + BAP | F¥ue repl | MS + ANA & mg/1 + BAP | tiges aprés multiplication
piquage 5
l | (2ng/1) + 2,40 | 2 mg/l ou HS + 2,4-D | 20 jours capide e | SCNCHCTM St al, 10
| | 6 mng/1 ou mA | | 4 mg/1 + BAP 2 mg/1 | étude des |
| | 8 ma/l | | | | variants [ |
| | | | | | | |
I I | l
embryons HS + 2,4-D 4 | aprés 6 | MS + glutamine 500mg/l | embryogénése multiplication| AMMIRATO, 1982
excisés mg/1 semaines‘de | zeatine 0,1 unm | som?tiquf rapide = étude AMNIRATO, 1984
collagenése et | aprés 4 36 | des variants
8 semaines de | | semaines
culture en | |
milieu liquide | |
]
1
feuilles | % g HS + ANA 0,1 mg/l + BAP |tiges aprés 15 | multiplication| SINHA et CHATURVEDI,
dressées | 0,5 mg/1 + Ads 50 mg/1 |jours | rapide 1979 |
| | |
D. alata bulbilles g | g HS + KIN (10-14 mg/1) + | tiges aprés 6 | aultiplication| ASOKAN, 0'HAIR, LITZ,
anthocyanées 2,4-D (0,01 et 0,02my/l) | 3 7 semaines | rapide 1983
I |
=7 = !
D. alata [ Ms « ANA (1007 3 1965M) | tiges (temps | activité enzy-| KOUASSI, VASSEUR,
D. rotundata tubercules X X + KIN (5 107" 3 10 H) | non précisé) | matique des FOURNET, DUBOIS, 1984
| |
| I

X

Information non précisée dans 1'article
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Les haploldes ont contribué a 1'amélioration des plantes
polynloides :

- en simplifiant 1'analyse genctique : la reduction du
nomhre des chromosomes facilite la comprehension du  déeterminisme
des caracteéres ; elle permet en outre, chez les cultivars
allonolyploides, d'atudier les relations entre les différents
genomes.

- en simnlifiant la selection par hybridation s
1'amelioration dec plantes DOlyplOldFS par ‘volie sexuec est longue
et @lfflullc a realiser a cause de la comple\ltp g;nethue des

caracteres. Chez la porme de terre qui est tetraploide, le passage
au niveau olqan101ge vermet une seélection bplus rapide des
caracteres a determinisme simple (MENDIBURU et al., 1974 ;
HFRMSEN et RAMADA, 1981). Le regrouperent des genes favorables sur
un mérme individu peut etre realisé plus efficacement avec des
“effectifs plus faibles et moins de retrocroisements pour
1'eélimination de caracteres indésirables (PERENNEC, 1982).
Cependant, l'impmortance des interactions au niveau tétraploide
dans 1'expression de caracteres quantitatifs tels que le rendement
ne permet nas leur selection au niveau dihaplolde (MENDOZA et
HAYNES, 1974).

4.3.2 = L'utilisation de la variation somaclonale

Divers types de ndoformations ont déja &té obtenues dans le
genre Dioscorea (cf tableau 3) :

- embrvogenese somaticue a partir des cals d'embryon sur
D. floribunda (AMMIRATO, 1984) et de tubercules sur D. deltoidea
(SINGH, 1978) ;

- néoformations de tiges a partir de cals de plantules
issues de graines sur D. dcltoidea (GREWAL et ATAL, 1976 et
MASCARENHAS et al., 1976) et de cals de noeuds sur D. macrostachya
(MAPES et URATA, 1970) et sur D. composita (DATTA et al., 1981) ;

- organogenese rapide sur fragments de tubercules ou de
bulbilles ayant subi une phase de callogenese chez D. alata,
D. rotundata et D. esculenta (KOUASSI et al., 1984 ; ASOKAN et
al., 1983). T T

e orqanogenése directe sans passage par cal sur feuille
dressée de D. floribunda (SINHA et CHATURVEDI, 1979).



- 17 -

Aucune nublication n'a, a notre connaissance, fait etat de
variations somaclonales dans le genre Dioscorea, meme si  des
etudes dans ce sens ont eté entreprises (MASCARENHAS et al., 1976 ;
ARSENE, 1979 ; DATTA et al., 1981). Ces etudes sont peu nom-
breuses ; aucun resultat (positif ou negatif) n'a été publie et
certains travaux (celul G'ARSENE par exemple) n'ont pas ete
poursuivis. I1 est probable, cenendant, que des recherches
systématicques sur les neoformations obtenues a partir de cals
puissent mettre en evidence des variations somaclonales. C'est
dans cette onticue cue s'inscrit notre travail.

4.3.2.1 - Réesultats et perspectives chez diverses especes

Les plantes néoformées a vartir de cals peuvent vprésenter
diffarents twvnes de variation :

- des variations cui ne sont pas transmissibles var voie
sexuce ou cui  disparaissent anres une ou deux ggneratlons de

r@nroovctlon sexuee. lles nourraient etre cauq;es par une
rémanence des substances de croissance emnlov~es (CHALEFF et KEIL,
02)
A .

- des modifications chromosomicues : diverses anomalies
neuvent otre induites par le passage in vitro : polyploldies,
aneunloldies, translocations, cletions, mutations géniques
(SIMDERLAND, 1877 ; D'AMATO, 19708).

- des varlations transmissibles mais de type non
mend2lien ou variations Dnlapnloucs (SAN NOEUM et AHMADI, 1982) ;
SIBI, 1982). Elles pourraient etre dues soit a des modifications
de 1'ADN extranucléaire, celui des mitochondries par exemple
(GENGENPACHT et al., 1977) ; soit a un changement de la situation
cytonlasmique des cellules cui induirait des modifications dans le
fonctionnement du génome (DFFRARLY, 1976 ; SIBI, 1976).

Chez de nombreuses espéces cultiveées (mals, canne a sucre,
riz, pomme de terre, tomate...), on a recherche et obtenu des
variants presentant un intéret agronomicue (SKIRVIN, 1978 ; BRIGHT
et al., 1983 ; CHALEFF, 1983 ; REISCI{, 1983 ; SCOWCROFT et al.,
1985). Les exemples les plus interessants se rencontrent chez les
nlantes nolVﬁ101deS a multivlication vecetatlve : canne a sucre,
norme de terre, Pelargonium (LARKIN et SCOWCROFT, 1981). On peut
esperer cqu'il en soit de meme pour 1' 1qname. Les caracteres que
1'on cherche a aréliorer chez l'igname et qui, chez d'autres
especes, ont é&té modifics apres culture in vitro, sont les
suivants : o

a) La résistance aux maladies

Dans le criblage de la variation des plantes issues de cals,
on obhserve narfois une tolérance accrue a certains Dara51tes par
exemple résistance a la maladie de Fiji chez la canne a sucre
(KRISHNAMURTHI et TLASKAL, 1974). Dans le cas ou le parasite agit
par toxine microbienne, on peut orienter la variation en cultivant
les cals sur des milieux contenant une toxine microbienne isolée
ou un filtrat de culture microbienne. On a ainsi obtenu parmi les
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nlants reqgenéres a partir des cals, des résistances a diverses
malacdies (JAURBFRTIE et al., 1978 ; BRANCIARD, 1984), par exemple :
des mals rasistants a Helminthosnorium maydis (GENGENBACH et al.,
1877), des cannes a sucre resistantes a Helminthosporium sacchari
(LARKIN et SCOWCROFT, 1983), des nommes de terre resistantes a
Phvtophtora 1nfustano (RITHNRE, 1979)...

b) 1l'architecture de la plante

Des  modifications de 1'architecture des wnlantes ont eté
ohservoes chez la tomate, la laitue (SIRI, 1981), la canne a sucre
(CUACVARDIEFF, 1980 ; wWAHOUNOU, 1885), le P@larqonllm (SKIRVIN et
JENICK, 1976)... ot en particulier wune masse foliaire plus
cormacte et nlus efficace a eté observee sur des variants de
nommes e terre (SHEPARD et al., 1980).

o

c) Qualite des tubercules

On a obtenu des variations portant sur différents caracteres
des tubercules de nome de terre (SHEPARD et al. 1930 ;  SECOR
ot SHEPZERD, 1981) -

- plus grande homogéncéite en taille ou en forme,
- cualite de 1'épiderme,

- comwosition chimicue du tubercule,

- renderment.

4.3.2.2 - Application de cette methode a 1'igname

Les variations somaclonales pourraienz etre utilisees nour
ameliorer un caractere spécificque dans un clone déja selectionné.
(SKIRVIM et JANICK, 1976 ; IVANS et al., 1984). Les variations
intéressantes et stables pourraient etre fixees par multiplication
vegétative nermettant ainsi la creéation d'une variabilite qui  ne
houleverse Has complétement le cenotyne et cui apporte une
amzlioration nonctuelle sur des varietes d'ignames satisfaisantes
nar ailleurs.

On  nourrait nar exemple rechercher une résistance a
1'anthracnose chez les clones sensibles de D. alata. Le mécanisme
de 1'action de Colletotrichum gloeosporioldes sur 1'igname n'a pas
&t éetudie a notre connaissance, mais on a isole, chez
Colletotrichum  lagenarium (responsable de 1'anthracnose — des
Cucurbitacees), des substances toxicques a haut poids roléculaire
(AURIOL, conmunication personnelle).

On pourrait également chercher a restaurer l'aptitude a la
floraison.

Des cvcles successifs de callogenese et  régénération
entralnent un rajeunissement cde la nlante et nparfois une
réqression vers des mécanismes ancestraux ou Ssauvages. On  peut
donc esoérer atteindre un seuil ou réavparaitrait la fertilité cui
est un caractere sauvage nlus ou moins nerdu nar les ignames
cultivees (¥ ZRLY, commnication nersonnelle).



_19_

D'autre part, la vigueur semble le caractére déterminant dans
la capacitée de floraison d'un clone (DEGRAS, 1982, 1984 ; AKORODA,
1983a ; AKORODA et al., 1984 ; SADIK et WILSON, cormunications
personnelles). Seules les nlantes les plus vigoureuses peuvent
atteindre le stade de floraison avant la fin du cycle vegetatif
(les ignames cultivees sont des plantes annuelles). L'obtention de
variants présentant une vigueur accrue pourrait permettre de
résoudre le probleme de 1'absence de floraison de certains clones.

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

- des tubercules nlus uniformes et moins fragiles ;

- une masse vegotale reduite et plus efficace @
certaines esneces de Dioscorea sauvages sont naines : par exemple
D. elemhantipes ccui a un cros tubercule et des parties aeriennes
reduites (BURKILL, 1960) , D. nyreneica etc... un caractere
genéticue de réduction des entrenoeuds existe probablement dans le
genre Dioscorea ;

- un port non lianescent. L'espéce malgache D. hexagona
qui est naine présente certaines formes a port dresse (BURKIIL,
1960). Ce caractere existe donc dans le genre Dioscorea bien qu'il
soit extremement rare.

On pourrait eégalement faire appel a la mutagenese pour
augmenter les possibilités d'induction de variations. Le
traitement wvourrait s'appliquer sur les vitroplants ou sont
préleves les explants initiaux ou sur les cals. La mutagénese
nréesente l'avantage, chez les plantes multipliees vegetativement,
de ne changer que quelques caracteres sans bouleverser tout le
phénotvpe (BROERTJES, 1972). Il est possible de detecter certaines
des mutations dans le matériel irradié lui-meme et de faire une
selection rapide parmi ces mutants (BROERTJES, 1969). Des
expériences de mutagénese sur suspension cellulaire ont éte
entreprises chez D. deltoidea (XARANOVA et SHAMINA, 1978 ;
KARANOVA et al., 1979). Des souches cellulaires mutantes ont éetée
obtenues mais les auteurs ne semblent pas s'étre intéressés a la
régénération de plantes a partir des cellules mutées.

4.3.3 - La culture de protoplastes

4.3.3.1 - Résultats et perspectives chez diverses especes

La culture de protoplastes et la régénération de tiges a
partir des cals cohtenus sont assez bien maitrisees chez un certain
nombre d'especes principalement parmi les Dicotylédones (BINDING
et al., 1982 ; BHOIWANI et RAZDAN, 1983), par exemple : la pomme de
terre (SHEPARD et TOTTEM, 1977 ; BINDING et al., 1978 ; BOKELMANN
et ROEST, 1983) ; la tomate (MORGAN et COCKING, 1982), le tabac
(TAKEBE et al., 1971 ; BELIARD et PELLETIER, 1978b) ; le colza
THOMAS et al., 1982)...
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_ La culture de protoplastes offre de larges possibilites de
creation de variabilite genetique :

- la fusion permet d'obtenir des hybrides somatiques
sans passer par la reoroductlon sexuée. Des hybrides inter et
intraspecificues ont deja &té obtenus dans les genres Nicotiana,
Solanum, Petunia, Datura, Daucus, Prassica... (WIDHOLM, 1982 ;
HARMS, 1983 ; SHEPARD gE_gl;, 1983).

- la régenération de plantes a partir de protoplastes
sans npasser par la fusion est une autre source de variations
somaclonales. De telles variations ont ate ohservees par exemple
chez la pomme de terre (SECOR et SHEPARD, 1981 ; SHEPARD, 1982) ;
le tabac, 1la laitue (LARKIN et al., 1983), la luzerne (JOHNSON
et al., 1984) etc... o

- le nvrotoplaste est un materiel privilegié pour diverses
formes cde manipulations genetiques :

. pour un traitement mutagéne : en partant du
protoplaste, on est assure de ne pas avoir de chimeres parmi les
mutants induits.

. pour l'introduction d'ADN etranger dans le
qénone : on peut soit fusionner un protoplaste de plante avec un
sphéroplaste de bactérie introduisant ainsi un gene isolé et cloné
dans le protonlaste (COCKING, 1983 ; HATIN et al., 1984) ; soit
introduire directement des fragments d'ADN a l'aide d'une
microserinque dans le protoplaste (LAWRENCE et DAVIES, 1985).

4.3.3.2 - Application de cette methode a 1'igname

Des protoplastes ont été isolés sur D. alata, D. trifida et
D. cayenensis. Les npublications ne font etat que de quelques
divisions apres l'obtention des protoplastes qui etaient issus de
feuilles (BELL, 1982 ; MABANZA, 1984) de tubercules (ONYA et al.,
1984) ou de cotyledons (MOMONT, 1984).

Actuellement, les conditions de la culture in vitro des
nrotoplastes d'igname n'ont pas encore été déefinies. Il faudra
ensuite régénérer les tiges a partir des colonies tissulaires.
Cette derniere eétape serble tres difficile a réussir chez de
nombreuses especes en particulier parmi les Monocotylédones
(GUIDERDC%I, 1984). La maltrise de la callogenése et de
L organoqenese a partir de alfferents organes d'ignames pourrait
etre un prealable a la régenération de protoplastes. En effet, un
des facteurs déterminant dans 1'évolution des protoplastes semble
étre le choix de l'exnlant initial ; certaines cellules seraient
plus "commetentes" que_ d'autres c 'est-a-dire plus aptes a se
diviser elles-memes et a donner des protoplastes susceptibles de
se multiplier de fagon soutenue (POTRYKUS, 1979). Les explants qui
produisent des cals a fort pouvoir de regenpratlon, ainsi que ces
cals, pourraient etre un materlel de depart favorable a
l'obtention de protoplastes presentant des aptitudes a la
regenération de plantes (DALE, 1981 ; VASIL et VASIL, 1980).
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FIGURE 1 : LES VITROMETHODES DANS LA CREATION DE VARIABILITE GENETIQUE
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Apreés avoir obtenu la maltrise de la culture et de 1la
régénération de protoplastes, il restera a résoudre le probleme
techniquerment complexe de la fusion de protoplastes de clones ou
d'espéces differentes : Separatlon des hybrides et des
protoplastes parentaux non fusionnés (BELLIARD et PELLETIER,
1978a) et régeneration des protoplastes hybrides.

La fusion de nvprotoplastes chez 1'igname ouvrirait des
perspectives nouvelles : elle permettrait de croiser entre eux
tous les cultivars stériles et d'hybrider deux clones males ou
deux clones femelles ; ceci augmenterait considerablement les
potentialités d'hvbridation qui resteraient limitees par la
dioecie m@me si on réussissait a restaurer la fertilité chez 1les
icnares.

5 - CONCLUSION

L'étude de la callogenese et de l'organogenese dans le genre
Dioscorea, que nous nous proposons de traiter, devrait donc
permettre d'elargir les possibilités d'investigation et d'action
dans le cadre de 1'amelioration genétique des ignames :

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

- soit  indirectement par les apolications qu'elle
pourrait offrir, notarment cormme matériel de base pour 1'obtention
de protoplastes aptes_ a regenerer des plantes. La figure 1 montre
1'importance de la maltrise des étapes callogenese et organogenese
dans toutes les vitromethodes qui ont pour but la creation de
variabilite.
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CHAPITRE 2 : MATERIEL ET METHODES




TABLEAU 4 : QUELQUES CARACTERISTIQUES DES CULTIVARS UTILISES DANS CETTE ETUDE

clone male {
|

| | I | | | B l
| | | | | RESISTANCES AUX MALADIES | | QUALITES |
| ESPECES | CULTIVARS | PIGMENTATIONS | SEXES | = e |  RENDEMENTS | ORGANOLEPTIQBES l
| | | I |  Anthracnose | Viroses | I I
| S N | N N
| | iy S | iigﬁ;ij:gze | Clone nile | résistant |  résistant | bon | moyennes |
| I | I | | I l l
DN (e S (S SIS, S ———) | S S . N P R S e S L
| | l I | I I | |
I | Florido | non anthocyanée | clone male | sensible | résistant l moyen | bonnes |
e L L
|

| | Hoengo v | Fortement’ | clone femelle | résistant | sensible | moyen | bonnes |
} D. trifida | | anthocyanée | | I | | |

- s | DY, SE— | SS— - — (—— |
} INRA 5-20 ; non anthocyanée } résistant = trés sensible } moyen {
l l I I | |

|
N
S
|
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1 - LE MATERIEL VEGETAL

Deux esneces d'ignames ont oté étudiees : Dioscorea trifida
nrovenant de la station INRA de Guadeloupe et D. alata dont les
tubercules ont été fournis par la station IDESSA IRAT de Bouaké en
Cote d'Ivoire. ILes deux cultivars de D. alata retenus ont até
sélectionnés a la station de Mavaquez a Portc Rico puis introduit
en Africue.

Les caractéristicues des 4  varietds  employees  sont
mentionnees dans le tableau 4. ©lles ont été trouvées dans les
travaux de VANDEVINND (1972 ; 1873 a, 1974) ; MARTIN et
al., (1975) ; RODRIGUEZ (1975, 1977, 1979, 1983) et DREGRAS (1980).
Tes tudercules des différents clones ont &te nlantés au mois de
mars cdans une serre chaude (ou la température reste superieure a
20° C) au CIRAD de Montpellier. 2fin de limiter le developpement
de maladies cryntogamicues sur les lianes en cours de croissance,
les plantes ont ots traitées une feois var semaine avec un
fonaicide (Benlate ou PRayleton). Des noeuds preleves sur ces
lianes, ont éte dasinfects et mis en culture in vitro. Ainsi
constituée, cette collection in vitro a servi de materiel de
départ pour l'ensemble de nos experiences. Nous avons egalement
utilise des graines de D. trifida issues d'un croisement frere-
soeur entre deux hvbrides provenant du croisement INRA 25

femelle) nar INRA 5-20 (male).

Les 4 cultivars utilisés dans cette étude ont éte choisis au
hasard et non nour leur aptitude a la culture in vitro. Les
cultivars Brazo Fuerte et Moengo V se trouvaient deja en
collection dans le laboratoire. Le cv Florido a eté é&galement
étudié narce ou'il donne de tres honnes onerformances en Cote
d'Ivoire et que sa culture est en extension en Afrique. Le cv INRA
5-20 provient d'une descendance de croisement entre 2 varietes
locales : il a #té retenu car il a de bhonnes aptitudes
notentielles malgré sa tres grande sensibilite aux virus.

2 - LES MILIEUX DE CULTURE

Ie milieu nutritif de base est composeé d'éléments minéraux,
de vitamines et de saccharose en solution dans de 1l'eau désionisée
sur des filtres de résines &changeuses d'ions. Il est solidifie
nar de la gelose. Certains milieux contiennent en outre des
substances de croissance et divers composés organiques.

2.1. - Les éléements mineraux

On distincue deux grounes d'aléments minéraux selon leur
concentration dans le milieu :



TABLEAU 5 :

COMPOSITION DES SOLUTIONS MINERALES DE MACROELEMENTS

I
|
|
|
|-
I
I
|
I
I
I
I
I
I
|
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I

Solutions salines

N 30 K (MARGARA, 1978)

(MURASHIGE et SKO0O0G(1962)

[Milieu proposé par SINGH (1978)

KC1

I I I

| I I

| | I I

I mg/1 t mM I mg/1 } mM } mg/1 } mM E

I I I l | I I
Nitrate de calcium | 590 | 2,5 | - I - | - | - I
Ca (NO,),, &H0 | I I I I | |

32 2

A R R R R B
Nitrate de potassium | 1313 | 13 | 1900 | 18,80 | = | - |
| | | | | | |

I I I | | I I
Nitrate d'ammoniunm | 480 | 6 | 1650 | 20,60 | 1429 | 18 |
NH, NO I I I | I I |

4 73

A A A R D
Sulfate de magnesiunm | 246 | 1 | 370 | 1,50 | 370 | 1,50 |
Mg SO, , 7H,0 I I | | l | I

4 2

| l I I I | |
Phosphate monopotassique I 136 { 1 % 170 I 1,25 } 170 { 1,25 |
KH, PO

c | | | | | | |
Chlorure de calcium | - | - l 440 | 3,00 | 440 | 3,00
CaCl, , 2H0 | | | I | | |
2 2

I | I I I I I
Chlorure de potassium } 74,5 I 1 l - | - | - I = |

I I I

_92_
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TABLEAU 6 : COMPOSITION DES SOLUTIONS MINERALES DE MICROELEMENTS

RT
MURASHIGE ET SKO0OG KAUL ET STABA
2
MICROELEMENTS (1962) (1958)
mH mg/1 mM mg/1
Acide borique 100 6,2 100 6,2
H_BO_ -

33 |
Sulfate de manganése | |
Mn SO, , 4 H,0 100 22,3 | 76,8 16,9 |
Sulfate de zinc
Zn SOA i1 HZO 30 8,6 37,8 10,6
Iodure de potassium
KI 5,0 0,83 5,0 0,85

|
Molybdate de sodium
Na , Mo 0, , 24,0 1,0 | 0,25 1,0 0,25 |
I I I |
Sulfate de cuivre - ) | | | |
¢ Cu S0, , 5 H,0 | 0,1 | 0,025 0,1 0,025 |
I
Chlorure de cobalt
Co Clz , 6 HZO 0,1 0,025 0,1 0,025 )
Acide éthyléné
Na2 - EDTA l 0,2 37,3 0,2 37,3
| (Na) (Na)
Diamine tétracétique |
Sulfate de fer |
Fe SOQ 7 H20 0,1 27,8 0,1 27,8
(Fe) (Fe) |
I

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

I I I
Vitamines I mg/1 I mM |

L 4 _—
. i |
Panthoténate de calcium { 1,0 % 2,1 I
Myo inositol i 100,0 { 550,0 {
Acide nicotinique i 1,0 { 8,0 I
Thiamine dichlorure I 1,0 { 3,0 {
Chlorydrate de Pyridoxol i 1,0 i 5,0 {
Biotine i 0,01 } 0,04 }
I | I




TABLEAU 8 : LES PRINCIPAUX MILIEUX EMPLOYES DANS CETTE ETUDE

| | } | | | |
MILIEU DE MILIEU DE MILIEU MILIEU
| | MICROBOUTURAGE |  CALLOGENESE | D'ENTRETIEN |  DE BASE | HILIRLS Do BEGELRELTON |
| | I I | | I
I l I I I I [ I
| | M50 | MC | ME | MB | MR | $30 I
I I I I | I I
| MACROELEMENTS | MURASHIGE ET SK0OG, 1962 | SINGH, 1978 I
I i I
I I
| MICROELEMENTS | MURASHIGE ET SKO0OG, 1962 |
|
I
Fer EDTA | MURASHIGE ET SK00G, 1962 |
' I
I
VITAMINES | MOREL, 1948 I
I
SACCHAROSE mg/1 (saccharose ou ! ! | 147 ! |
I I I I I I I I
| | sucre du com- I 30 l 30 | - | 30 | 30 |
merce) 50

I I I I I I I
I AGAR g/1 | Labosi : 6,0 } Difco Bacto : { Difco Bacto : I Difco Bacto : } Difco Bacto : 6,5 ! Difco Bacto : 6,5 I
I | | I I I

I AUXINES mg/1 { - } 2.4 =1 : B,0 I 2,4-D ,0 | = | A1B | a1B : 0,5
I | I I
I I I | I I I I
} CYTOKININES mg/1 { - { Kin | Kin | - | BAP | BAP : 2,0 |
| I | I |




2.1.1. - Les macroelements dont la teneur est
superileure a une millimole.

Nous avons utilisé la solution des macroéléments de MURASHIGE
et SKOOG (1962) mise au noint noux la culture de cals de moelle de

tabac. Dans certalnes axperiences, nous utilisons des
modifications de ce milieu en ﬂarticulier, celle proposee par
SINGII  (1978) cpe nous avons onhloyr dans notre milieu S30. Les

autres 1modifications seront precisees dans le texte par la suite.
ous avons ~nalrnont utilis2 le milieu N30K de MARGARA (1978). La
comnosition de ces diffiorents milicux est donn®e dans le tableau 5.

1
T,

AR

2.1.2. - Les microeléments dont la teneur est
inferieure a une millimole

Nous avons utlllSL les microclements de MURASHIGE et KOOG
(1962). Le milieu RT de KAUL et STAPA (1963) est souvent cité dans
la littérature sur les Dioscoreacees (cf tableau 2). Ce mnilieu
contient la solution des macro=lements de MURASHIGE et SKOOG et
une solution de microéléments tres peu différente de celle de
MURASHIGE et SIOOG (cf tableau 6).

Le fer est apporte sous forme d'un chelate afin d'en assurer
une meilleure assimilation. Le chélate est une combinaison du sel
disodirue de 1'acide éthylene diamine tétracéticue Na2 - EDTA a la
concentration de 37,3 mg/l avec le sulfate ferrique, Fe S04, 7 H20
a la concentration de 27,8 o

2.2. - Les composés organiques

Nous avons utilise la solution des vitamines de MOREL (1948)
dont la composition est donnee dans le tableau 7. Certains milieux
contiennent en outre de la aglutamine ou de l'adenine.

La source de carhbone employée est le saccharose (et souvent
le sucre de canne Dblanc du commerce pour l'entretien des
vitronlants).

La liste des qubstances de croissances, auxines et
cvtokinines qui ont &te testées dans nos experlences fiqure dans
la table des abreviations.

Les milieux sont solidifiés par de l'agar Difco-Bacto (6,5
g/l) pour les experiences de callogenese et d'organogenese et de
l'agar Lahosi (6 g/1) pour l'entretien des vitroplants.

2.3. - Remarque

Les milieux les nlus frequemment erwloyés figurent dans le
tableau 8. ILes autres seront mentionnes dans le texte. Le pH de
ces milieux est ajusté a 5,6 avec HCl, KOH ou Na OH avant
1l'adjonction d'agar. Les milieux sont ensuite autoclaves 20
minutes a 110°
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FIGURE 2 : DIVERS TYPES D'EXPLANTS PRELEVES

F1

N1

El

F2

N2

E2

Légende :

\ F1 : feuille terminale
F2 : feuille subterminale
F3, F4 : feuilles de rang 3 et &
N1 : noeud terminal
N2 : noeud subterminal
N3, N4 : noeuds de rang 3 et &
E1 : 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. - Desinfection et multiplication du matériel végetal

Les tiges, prelevées sur des plantes en serre sont
debarrassees de leurs feuilles et fractionnées en boutures de 3 cm
environ. Les bhoutures comportent un fragment de tige avec un . ou
deux bourgeons axillaires. Les explants sont d'abord soumis a un
lavage a l'eau additionnée de quelques gouttes d'un agent
mouillant (teepol) puis rincées 3 fois a l'eau. Ils sont ensuite
immergés dans 1'alcool a 70° durant 3 minutes, puis dans une
solution contenant 8 % d'hypochlorite de calcium de 200 a 220
deqrés chlorométricues et 70 $ de chlore actif durant 20 minutes.
Apres 3 rincages a l'eau stérile, ils sont mis en culture sur le
milieu MS50. (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 a flux laminaire.

Nous avons eqalement desinfecté des tubercules et des graines
au cours de notre travail. Le processus de désinfection est le
méme mais le passage dans 1'hypochlorite doit etre prolonge (30
minutes et non 20).

I1 est préférable de debarrasser la graine de 1'aile
mermbraneuse qui l'entoure avant la désinfection. Les graines
désinfectées sont ensuite mises en germination en tube sur un pont
de papier filtre trempant dans une solution composée des macro et
des microeléments de MURASHIGE et SKOOG diluée de moitie et de Fer
- EDTA a la concentration de 0,1 mM de fer.

3.2. - Callogenese et culture de cal

Tous les organes disponibles a partir d'un vitroplant ont éte
etudiés (cf figure 2). La feuille terminale a été appelee F1 et
tous les explants préleves au niveau terminal portent le numero 1.
Les explants subterminaux portent le numéro 2 et les explants de
la base nortent des numeros variables en fonction du nombre de
noeuds existant sur le vitroplant.

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

Les explants sont placés horizontalement (sauf indication
contraire) sur un milieu de callogenese. Apres 30 jours pour
Dioscorea alata et 50 jours pour D. trifida, les cals formes sont
repiques avec ce aqui reste de 1'explant initial sur un milieu
d'entretien ou d'organogenese. Nous avons suivi plusieurs
stratégies au cours de nos expériences (cf figure 4).
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PHOTO 1 : feuille de D. alata cv Brazo Fuerte in vitro

_ Les feuilles sont entieres avec un limbe gordé (D. ’alata) ou
lobe (D. trifida) et un long petiole. Le petiole presente un
pulvinus a chaque extrémité. Les pulvini sont ges renflements moteurs
s'orienter. Les mouvements

qui permettent a la feuille de
s'effectuent par des expansions ou des contractions localisees de
dus a des changements de turgescence des

la region corticale,
cellules (STEWARD, 1969)



VITROPLANT

- !

D % Explant initial

v

MISE EN CULTURE

I& Explant initial + cal

REPIQUAGE

. i Explant initial + cal

\

EE cal isolé

—Jp» Mise sur milieu organogéne

FIGURE 4 : DIFFERENTES STRATEGIES UTILISEES DANS CETTE ETUDE

v
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PHOTO 3 : Les 4 classes de cals chez D.-alata

PHOTO 4 : cal blanc de classe 1

Des explants P1 de D. alata cv Brazo Fuerte ont &té placés sur le
milieu de callogenése M.C. Aprés 28 jours on observe 1'intensité de -
la callogenése. '



3.3. - Les conditions de culture

3.3.1. - Recipients

La callogenese et 1'organogenese sont réalisées dans des
petites boites de Petri en polystyrene cristal de 55 mm de
diemetre, scellees par du film plasticue adhesif Scel-o-frais.

Les vitroplants cui fournissent le matériel de base pour les
expériences sont cultivés dans des tubes en pyrex de 25 mm de
diametre et 195 mm de hauteur contenant 20 ml de milieu M 50,
recouverts d'un capuchon de nolycarbonate et scelles avec du Scel-
o-frais.

3.3.2. = Eclairement

L' 1n1tlatlon et la croissance des cals se font a l'obscuriteé.
oroancgenese est réalisée a la lumiere pour éviter 1' etlolement
dos nousses neoformées. La lumiere est fournie par des tubes néons
GRO LUX ES 36 W de marque Sylvania. La photopériode est de 12
heures et 1'intensite lumineuse d'environ 20 pE m-2 s-1.

3.3.3. - Temperature
La callogenése‘et 1'organogenese ont lieu dans une salle de
culture dont la temperature est de 27° C + 2° C. Les vitroplants

en collection sont placés a une temperature legerement plus basse
259 + 29,

4 - NOTATIONS ET MESURES

4.1, - L'initiation des cals

L'intensité d'initiation des cals est mesuree par le
pourcentage d'explants ayant initie au moins un cal visible en fin
de culture.

L'évaluation de la callogenese se fait apres 30 jours chez D.
alata et 50 jours chez D. trifida. Nous avons procédé a une
notation en 4 classes :

0 : absence de reponse

1

phénomene de tres faible intensite. Par exemple des cals
blancs d'environ 1 mm d'épaisseur et constitues de
quelques cellules se forment sur les blessures de
certains explants. Ces cals ne grossissent pas meme
apres plusieurs mois sur le meme milieu (cf photos 3
et 4).

2 : callogenese moyenne.

3 : callogenese intense.
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PHOTO 5 : Régenération de plusieurs tiges a partir d'un cal de D. alata
cv Florido.

Des cals issus de framents de feuilles ont &té placés sur le milieu
d'organogenése MS + ANA 1 mg/1. Aprés deux mois, plusieurs néoformations
apparaissent sur ces cals.
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Le pourcentage de callogenese que nous mesurons dans hos
experiences correspond aux cals des classes 2 et 3.

Nous avons fait une experience de mesure du poids frais des
cals de D. alata cv Brazo Fuerte nour relier ces 4 classes
etablies subjectivement a un critere mesurable.

Des fragments de feuille P2 ont ete gardes 2 mois sur le
milieu MR + sac 30 g/l + 2,4-D 3mg/1 + Kin 0,5 mg/l. Les classes
ont &té établies apres 30 jours de callogenese et 25 explants de
chaque classe ont eté suivis. Les résultats du tableau 9 montrent
que les poids des cals des classes 0 et 1 augmentent tres peu (2 a
4 fois en 2 mois), tandis que ceux des classes 2 et 3 augmentent
considérablement (20 a 80 fois en 2 rois).

4.2. - L'entretien des cals

L'augmentation relative de matiere fralche est calculée par
le rapport :

AP Poids final - poids initial

P poids initial

4.3. - L'organogenese

Le pourcentage de neoformations qui est evalué dans nos
experiences correspond au nombre de cals ayant donné au moins une
tige ou une racine. Les tiges néoformees sont ensuite coupees et
transplantces en tube sur le milieu de mlcrobouturage M50 ou elles
se developpent et s 'enracinent. Les cals qui ont commence a former
une tige continuent a en produire d'autres qui sortent a divers
endroits dans la masse du cal (cf photo 5). Si on enleve _ces
tiges au fur et a mesure qu'elles se forment, le cal continue a en
produire de nouvelles pendant plusieurs mois.

5 = TECHNIQUES CYTOLOGIQUES

Pour la fixation, les cals et les fragments de feuille sont
mis a tremper dans le Navashine pendant 24 heures au moins. La
déshydratation est effectuée par trempage dans des bains
successifs d'alcool. Les coupes seriées de 10mm d'épaisseur sont
réalisées au microtome. Elles sont ensuite colorées a
1'hématoxyline de Régaud apres mordancage a 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 P1 de D. alata cv Brazo Fuerte

[ | [ | | Augmentation de |
Poids moyen en mg Poids moyen de Poids moyen de Poids moyen de Poids aprés 2 mois :
T~ | | |
| I ] 1'ensemble cal + explant |1'ensemble cal + explant | . c e : -
Classes l'explant initial aprés 1 mois aprés 2 mois

| \\\\\\\\\\\\\\ | | | | Poids initial/poids F1naH
| T T T A |
| Classe 0 | 748 | 14,2 l 15,1 | X 2,2 |
I kg ! { (1,6)‘ (2,8)l (3,0)I {
| I | I | l
|  Classe 1 | 7,4 | 25,6 | 32,7 | X b,k |
} (7,1 { (1,6) } (9,0) i (13,7 }
| | l | | l
| Classe 2 | 7,9 | 73,9 | 150,8 | x 19,1 |
| by} I 1,8) | 11,5 | (56,6)) |

- e I
| | | l | I
| Classe 3 | 7,2 | 168,9 | 547,0 | x 76,0 |
| (o _4) I l | |
| | (1,2) | (48,4) | (198,2 |

Leur poids de matiére frafche a été mesuré aprés un passage de 30 et 60 jours sur le milieu MB + sac 30 g/l + 2,4-D 3mg/1

+ kin 0,5 mg/l. Les chiffres figurant dans le tableau correspondent 3 la moyenne de 25 explants par classe.

_LE_
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6 - METHODES DE TRAITEMENT DES DONNEES

Pour optimiser une reponse dependant de un ou plusieurs
facteurs, deux methodes peuvent etre employees :

- si l'on ne sait rien a priori sur le type de
relation liant la rénonse aux variables explicatives dans un
domaine expérimental donné, on peut tester point mar point ce
domaine ;

- si 1l'on sunnose cue la relatlon liant la reponse

aux variables explicatives peut etre r@orosentee par un modele
mathematicue, on neut utiliser des plans experimentaux.

6.1. — Dispositifs expérimentaux planifies

Dans notre travail nous avons utilise la méthodologie de BOX
et WILSON (1951) cqui corowrend deux etapes :

- un plan factoriel a 2 niveaux
- un plan centre composeé.

Cette méthode a &té utilisée avec succes pour 1'amélioration
de milieux assurant la croissance de microorganismes (SANGLIER,
1977) de vitronlants de canne a sucre (SAUVAIRFE, 1980) et
également la callogenese, 1'entretien des cals et 1'organogenese
chez la canne a sucre (SAUVAIRE et GALZY, 1980) et la féverole
(BELOT, 1983).

Bien cu'il soit théoriquement nossible d'etudier un grand

norbre de facteurs simultanément, les utilisations courantes des
nlans centres comnoses se limitent a 3 facteurs.

6.1.1. - Les plans factoriels a deux niveaux

Ces plans permettent de sélectionner les variables
expérimentales influencant la réponse étudiée et d'obtenir les
effets des difféerents facteurs et leurs interactions. Un tel plan
est presenté aux tableaux 28 et 29 o. 80. Les variables sont
etudices a 2 niveaux codés (-1) et (+1) pour les variables
qualitatives, avec en plus des témoins ou points centraux, codés
(0) vour les variables cuantitatives.

6.1.2. - Les plans centrés composes

Les K variables quantitatives les _ plus influentes
selectionnées a 1l'issue du plan factoriel a 2 niveaux sont
experimentées a 5 niveaux codés (- a), (-1), (0), (1) et (+ o).
plan contient :

- un plan factoriel a 2 niveaux, codés (-1) et (+1),
- 2 K polnts axiaux code§ (o) et (+a),
- n points centraux, codes (0).
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Les valeurs des niveaux codés et du nombre n de répétitions
du point central sont choisies en fonction du nombre K des
facteurs étudies de facon a ce que le plan centra comosé soit
rotatif et le plus orthogonal possible.

Un mnlan centre comose est nrasenté aux tablesux 25, 26 et
27, nage 74. Dans ce nlan, on suppose a nriori que le modele

“atapmaflunﬂ de la relation liant la renonse aux variables expli-
catives est 1 tvoe

o
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h0 renresente la rénonse moyenne, bi l'effet princival de Xi, bii,
un  terme quadratique, bij 1l'interaction entre ¥i et Xj et
l'ecart au modele.

L'adequation du  modele aquadraticue aux resultats
expérimentaux est testée par un ranport F entre le carre moyen de
1'inadecuation au modele et le carre moven de l'erreur
expérimentale, au seuil P =5 % ouP =1 3.

La représentation graphicue du phénomene Gtudie est  donnee
sous forme de courbes d'isorénonses en coordonnées Xi Xj (cf
figqure 12) ou en courbe d'influence individuelle d'un facteur, les
autres facteurs é&tant fixés a un niveau constant @ le point
central ou l'optimun (cf fiqure 11 n. 76).

6.1.3. - Critique de cette méthode

Cette rméthode permet d'etudier plu%leurs facteurs a la f01s
en limitant le nomhre des comblnalsons a tester par rapport a un
nlan factoriel complet. Elle présente cependant des inconve-
nients :

- le modele quadratique simple proposé n'est pas
toujours acceptable pour representer le phénomene etudié. Lors de
notre atude sur 1'ootimisation des milieux de callogenese de
patioles de D. trifida, le modele quadraticue s'est revelée
inadecquat (cf page 81).

- le modele calcul@ n'est valable que dans 1'espace
etudie. Si 1l'ootimum se situe hors des limites du domaine
exnerimental, il n'est nmas nossible d'extrapoler les resultats
obtenus.

- cette methode ne donne oas d'intervalle de
confiance autour 69 1'optimua. Elle ne nermet pas de savoir si
deux courbes d'isoréponses voisines sont significativement
différentes ou nas.



6.2. — Test du domaine expérimental points par points

Nous avons utilisé cette méthode plus lonque mais plus sure,
dans de norbreux cas. Nous avons alors employe des analyses de
variance a deux facteurs (DAGNELIE, 1969, 1970), des tests de
commaraison de fracuences (HELLER, 1968) et des tests X (SNEDECOR
et COCHRAN, 1957) o»our 1'interorétation statisticue de  nos
resultats.

NDans ces oxDariences nous avons realisé  (sauf  indications
contraires de notre part) deux répatitions de 25 explants par
traitement et les résultats alors portés dans les tableaux ou sur
les courhes corresnondent a la moyenne des deux répetitions.

6.3. - Transformation de variables

2fin d'uniformiser les variances dans certains cas, nous
avons nrocede a la transformation

v = 100 ArcsinVX ou x est une pronortion.
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CHAPITRE 3 : CHOIX DE L'EXPLANT INITTAL



TABLEAU. 10

: Régénérations obtenues sur diverses monocotylédones

PLANTE

EXPLANT INITIAL

MILIEU DE CALLOGENESE

MILIEU D'ORGANOGENESE

REFERENCE

Cocos nucifera embryons MS + sac 10 g/l + GUPTA et al., 1984
3 o
ANA (0,05 a ‘uM) + 2,4 ? IDEH
(2 3 22 M) + BAP (0,4 3
4 M)
jeunes feuilles X ’ X PANNETIER et BUFFARD MOREL,
1982
| _—
Elaeis guineensis X X ANEE et al., 1981 |

jeunes feuilles

Musa sp ADBB

apex de tige

MS + sac 20 g/l + 2,45-T
1 mg/1 + BAP 1 mg/l

HS + sac 40 g/l + DAP 5 mg/1

CRONAUER et KRIKORIAN, 1983

Allium sativum

apex de tige feuilles

SH Modifié + sac 58 g/l
+ 2,4-D 214 + Kin 0,EuH

SH modifié + AIA 10pM
+ Kin 10 MM

ABO et NIL, 1977

Allium sepa

apex de plantule

BSD + Pi (0,5 - 1 mg/l)
+ BAP (0,25 - 2 mg/1)

BSD + Pi (0,025 3 0,05 mg/1)
+ IBA (0,35 3 1 mg/1)

PHILIPS et LUTEYN, 1983

Echinocloa crusgali

inflorescences

MS + sac 30 g/l + 2,4-D

Asparagus

WANG et YAN, 1984

& IDEH
2 mg/1 + BAP 0,5 mg/l
ler entrenoeud du MS + sac 20 g/1 + ANA 10EH HARADA et YAKUWA, 1983
plantule 1 mg/l + BAP 0,1 mg/l |
LS +_sac JQ’g/l + 2,4-D HUNAULT, 1973a
(10 S 3 10 _H) + DAP X
-7, .. -5
(10" a 10 "H)
feuilles X HS + sac 20,g/1 + ANA 5 107 | Juiten, 197
: + BAP 5 10 H lf
hypocotyle LS { WILHAR et HELLENDOORN, 1968
[

LS + 2,4-D Img/l + Kin
0,3 mg/l .

Colocasia esculenta

apex de tige

Sl Modifié + sac 20 g/l
+ ANA 10pM + Kin 9 pM

SH Modifié + sac 20 g/1 + AN
(0,5 - 5 {iM)+ Kin 0,45pH

[
|
Al ABO EL NIL et ZETTLER, 1976 |
|

Anthurium Scherzérianum

jeunes inflorescences

Nitch (1069)+ 2,4-D 0,1
mg/1 + BA 1 mg/l

IDEH

GEIER, 1982

ey =
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__La differenciation n'est pas totalement irreversible chez les
vegetaux : certaines cellules sont totipotentes, c'est-a-dire
qu'elles sont capables de se différencier puis de reformer des
plantes entieres. Cependant, toutes les cellules d'une plante ne
conservent nas leurs potentialites organogénes : la
difféerenciation cellulaire s'accompagne souvent de changements
cytologicues cui peuvent entralner une perte plus ou moins
complete de la totipotence cellulaire (STREET, 1973 ; BHOJWANI et
RAZDAN, 1933).

Les caractéristiqueg de l'exnlant initial qui influencent ses
capacites de callogenese et d'organogenese ulterieure sont
d'apres MURASHIGE, 1974 :

- la nature de l'organe dont il est issu,

- 1l'espece et le génotype de la plante mere,

- 1'age et la position de 1l'organe sur la plante mere,

- la taille de 1l'explant,

- la préparation de la plante mere,

- et narfois la saison durant laquelle les explants sont
praleves.

Dans ce chapitre nous avons expérimente l'aptitude a la
callogenese et 1'organogenese de différents organes chez les
quatre cultivars dont nous disposions. Puis nous avons choisi un
explant (un fragment de feuille) pour etudier 1'influence de 1'age
et de la position de 1l'organe sur la plante mere et 1'influence de
la taille et de la position cde l'explant initial sur le milieu de
callogenese.

1 - INFLUENCE DE LA NATURE DE L'ORGANE SUR LA CALLOGENESE
ET L'ORGANOGENESE

Tous les organes de la plante ne sont pas capables d'exprimer
la totipotence cellulaire, en particulier chez les
Monocotylédones. Les explants qui ont donne les meilleurs
résultats chez celles-ci ont ete préleves sur certains organes
jeunes (cf tableaux 10 et 11) :

- embryon et nlantules issus de graines,
- jeunes inflorescences,
- jeunes feuilles immatures.



TABLEAU 11 : Quelques exemples de régénérations obtenues sur graminées

PLANTE

EXPLANT INITIAL

MILIEU DE CALLOGENESE

HILIEU D'ORGANOGENESE

REFERENCE

Oryza sativa

jeunes inflorescences

LS + sac 30 g/1 + 2,4-D
(13 2,5mg/1)

LS + sac 30 g/1 + AIA O,
+ BAP 1mg/1 ou Kin 2 mg/

5ng/l
1

TSUNG HIEN CHEN et al.,
1985.

graines

NS + sac 20 g/l + 2,4-D
2 mg/l

MS + sac 70 g.1 + ANA -2nM

+ Kin 50mM

SUENAGA et al., 1982

jeunes feuilles de
plantules

(133 mg/l)

N6 + sac 20 g/l + 2,4-D
ng/1 + Kin 0,2 mg/1

0,01

WERNICKLE et al., 1981

N6 + sac 20 g/l + 2,4-D {
|
|

Triticum sp enbryons MS + sac 20 g/1 + 2,457 | MS + sac 20 g/l + AIA 0,1 EAPEN et RAO, 1982
Smg/1 ou 2,4-D 5mg/l mg/1 + zeatine 1 mg/l)
embryons MS + sac 20 g/l +2,4-D HS + sac 20 g/l + 2,4-D 0,1 SEARS et DECKARD, 1982
1 mg/l
MS + sac 20 g/] + 2,4-D | MS + sac 20 g/l + 2,4-D 0,25 | BECKER et POLLACSEK, 1979

Zea mays

embryons de graines
immatures

2 mg/l ou 2,45-T 2mg/l

mg/1 ou 2,45-T 0,25 mg/l

Pennisetum sp

embryons immatures
jeunes inflorescences

NS + sac 30 g/l + 2,4-D
2,5 Mg/l

NS + sac 30 g/l

jeunes Ffeuilles

HS + sac 30 3 60 g/1
+ 2,4-D 0,5 mg/1 + NAA
1 mg/l + BAP 0,5 mg/l

IDEH

VASIL et VASIL, 1981

T
HAYDU et VASIL, 1981

Panicum maximum

Sorghum bicolor

jeunes feuilles

HS + sac 30 g|l +2,4-D
(2,5 - 10 mg/1)

HS + sac 30 g/l + GA | mg/l

LU et VASIL, 1981

Premiers noeuds des
plantules

MS + sac 25 g/l + 2,4-D
(135 mg/l)

HS + sac 25 g/1 + ANA Smg/l

embryons immatures

MS + 2,4 D X

HS + Ads 100 mg/l

MASTELLER et HOLDEN, 1970

DUNSTAN et al., 1979

Saccharum sp

jeunes feuilles

NS + sac 30 g/1 2,4-D
(3 3 30 ng/1)

| HS + sac 30 g/1 + 2,4-D 0,3
| mg/1 ou ANA 3mg/1 +Kin 03nmg/1
| ou zeatine 0,3 ng/l

CHAGVARDIEFF et al., 1981

— b'v =
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FIGURE 3 : Différents fragments de la feuille terminale F1 utilisés
comme explant initial pour la callogenése

(]
SR -
0

D
-

(&

LEGENDE :

l | |

| Explants prélevés sur la feuille terminale | Symbole | Taille de 1'explant en mm |
| | uristoml Rosvsbosiudisaomsiiiashundl |
| Limbe sans le départ des nervures | L1 | 8 x 5 |
| o - | B |
| Départ des nervures + pulvinus distal | P1 | 8 [
|- | | |
|  Partie du pétiole située entre les 2 pulvini | I1 | 8 |
== i [ e l
|  Pulvinus proximal | Al | 5 |
| femssion | |
| Apex | N1 | 10 |
| I | I
N.B : les symboles L2, P2, 12, A2, N2 correspondent aux organes homologues sur la feuille

subterminale F2.
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- Expérience

Tous les organes disponibles a partir de vitroolants ont éte
expérimentés : explants foliaires (cf figqure 3), entrenoceuds,
noeuds, microbulbilles et rarlﬂes. De plus, choz D. trifida, des
hypocotyles de graines nermlnees 1n vitro ont été testes.

1.3. - Resultats

Les explants ont été placés sur le milieu de callogenese NMC
puis transferés sur le milieu organogene S30. Les résultats (cf
tableaux 12 a 15) montrent que si les réponses des cultivars Brazo
Fuerte et Florido de D. alata sont comparables, elles different
considerablement de celles de D. trifida.

Les cals varient selon 1l'exnlant et le cultivar. Les
cultivars anthocvanés nroduisent sur le milieu MC des cals
anthocyanés : roses nales chez Brazo fuerte, roses violacés chez
Moengo V. ILes cultivars non anthocvanes produisent des cals
blancs (cf photos 6 a 9).

Sur les limbes, les cals se developpent au niveau des
blessures et des nervures. Sur les explants P, 1ils se forment
preferentiellement sur le depart cdes nervures et la blessure du
petiole et sur les pulvini proximaux a partir des blessures.

Tes cals qui se déeveloppent sur les explants I sont tres
semblables a ceux des entrenoeuds. Le pourcentage de callogenese a
partir de ces explants est resté tres faible chez toutes les
varictes testées. Il est a noter que dans 20 a 40 % des cas, des
cals tres réduits formés de cquelques cellules et qu1 n'evoluent
pas se sont développés sur les blessures chez D. alata. Ces cals
qui sont blancs meme dans les variétés anthocyanées n'ont pas eéte
pris en compte dans le pourcentage de callogenese (classe 1).

Sur les racines, les cals se developpent tres lentement.
Apres 30 jours, ils ont 1' aspect de petites boules translucides de
1 a 2 rm de diamétre, disnoseées en chapelet sur toute la longueur
de la racine.

Les microbulbilles non epluchees forment 2 types de cals : un
cal mou hyperhydrique a croissance rapide qui se développe de
vreference a la nériphérie de la rondelle et un cal plus dense a
croissance lente sur la partie centrale. Le cal central est blanc
meme chez les cultivars anthocyanés contrairement aux cals
hyperhydriques péripheriques.
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Tableau 12 : Aptitude a la callogeneése et a la néoformation de
divers explants preleves sur des vitroplants de
Dioscorea alata cv Brazo Fuerte.

niveau de % de callogenese !% de cal ayant formé

I v ] !
! ! ! ! !
! ! prélevement ! sur milieu MC ! une tige sur le !
! explant ! sur le ! apres 30 jours ! milieu S30 !
! ! vitroplant ! ! apres !
! l ! ! 90 jours !
! ! ! ! !
! ! ! ! !
!limbe sans le ! feuille ! ! !
! depart des ! .terminale ! Ll 90 % DNS ! O % !
! nervures ! .subterminale ! L2 96 3% ! (O !
R e I e e S | e T T | R S |
! depart des ! feuille ! ! !
! nervures et ! .Eerminale 1 Pl 84 3% DNS ! 4 % !
!'pulvinus distal!.subterminale ! P2 78 % ! 4 % !
| L T T — | e e TP [ et I !
!' fragment de ! feuille ! ! !
! petiole entre !.terminale I Il 10 % ! 0O % !
! les 2 pulvini !.subterminale ! I2 2 3% ! O % !
R S aa s | s i S e S S R | e e e e !
! pulvinus ! feuille ! ! !
! proximal !.terminale ! Al 94 % DNS ! 4 3 !
! ! .subterminale ! A2 92 % ! 6 % !
| i et i i | e e | B s e S } S s s i !
! entrenoceud ! .terminal ! E1 24 % DNS ! (Ol !
! ! .subterminal ! E2 14 % ! O % !
e S B | s e i | mssamisnemms e R S B e !
! racines ! ' R 25 % ! 0 % !
R e P e e e e = LR [ 1
!microbulbilles ! ! ! !
! entieres ! ! BNE 86 % ! 34 % !
| e i i e | mmmems e S B ] e i e i e !
!microbulbilles ! ! ! !
!dont le cortex ! ! B 90 % ! 16 % !
la ete supprime ! ! ! !
| S e e S | e e e R e s R S | e S e e s !
! noeuds ! .terminal ! N1 86 % ons ! 50 % !
! ! .subterminal ! N2 84 % ! 46 % !
! ! ! ! !

Les explants ont été placés sur le milieu MC pendant 30 jours puis transférés
sur le milieu S30. Les chiffres du tableau correspondent a la moyenne de deux
répétitions de 25 explants par traitement.
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Tableau 13 : Aptitude a la callogenese et a la néoformation de
divers explants preleves sur des vitroplants de
Dioscorea alata cv Florido.

(=)

niveau de % de callogenese !% de cal ayant forme

! ! ! !

! ! ! !

! prélevement ! sur milieu MC ! une tige sur le !

explant ! sur le ! apres 30 jours ! milieu S30 !

! vitroplant ! ! apres !

! ! ! 90 jours !

! ! ! !

! ! ! !

li@be sans le ! feuille ! ! !
depart des ! .terminale I L1 85 % DNS ! O % !
nervures ! .subterminale ! L2 80 % ! O % !
——————————————— l——————————————l—————————————————I-—__—_______—____———l
depart des ! feuille ! ! !
nervures et !.terminale ! P1 76 % DNS ! 4 3 1
pulvinus distal!.subterminale ! P2 70 % ! 6 % !
——————————————— | St i e || i e e i i | i i et i e e e e
fragment de ! feuille ! ! !
petiole entre !.terminale I Il 12 % DNS ! O % !
les 2 pulvini !.subterminale ! I2 10 % ! 0O % !
——————————————— R et B e el It e e R |
pulvinus ! feuille ! ! !
proximal ! .terminale ! Al 80 % DNS ! 8 % !

! .subterminale ! A2 74 % ! 6 % !
——————————————— Y e et e s ] st St et i e e et et i
entrenoeud !.terminal ! El 32 % DNS ! O % !

! .subterminal ! E2 28 % ! 0 !

——————————————— e i i | R e it | i S e i e
racines ! ! R 90 % ! 0 % !
——————————————— ] et et ]t e |t ot i b e e e e
microbulbilles ! ! ! !
entieres ! ! BNE 90 % ! 8 % !

| i R e o e et S B R S s § i e e s i !
‘microbulbilles ! ! ! !
.dont le cortex ! ! B 92 % ! 12 % !
la ete supprime ! ! ! !
| i i ] i e v e | mmmmmmm s s ——— [ o e i e e !
| noeuds ! . terminal ! N1 84 % DNS ! 8 % !
! ! .subterminal ! N2 80 % ! 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 & la moyenne de deux
répétitions de 25 explants par traitement.
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: Aptitude a la ca}logenése et a la néeoformation de
divers explants preleves sur des vitroplants de
Dioscorea trifida cv Moengo V.

niveau de

$ de callogenese

% de cal ayant forme

] ] ] ]

! ! ! !

! ! prélevement ! sur milieu MC ! une tige sur le

! explant ! sur le ! apres 50 jours ! milieu S30

! ! vitroplant ! ! apres

! ! ! ! 120 jours

! ! ! !

! ! ! !

Ilimbe sans le ! feuille ! !

! depart des ! .terminale ! L1 18 3% DNS * 0o %

! nervures ! .subterminale ! L2 16 % ! (O

e e e T —— | S R S S |l e e = | e e e ————
! depart des ! feuille ! !

! nervures et ! . terminale ! P1 30 % DNS ! 0 3
!'pulvinus distal!.subterminale ! P2 28 % ! 0 %

| e e [ | e e e ==
! fragment de ! feuille ! !

! petiole entre !.terminale ! Il 2 % ! 0O %

! les 2 pulvini !.subterminale ! I2 0 % ! 0O %

e e mmm e lm——mmm - R e e T e ettt
! pulvinus ! feuille ! !

! proximal !.terminale ! Al 20 % DNS ! 0 %

! ! .subterminale ! A2 26 3% ! 0 %

| e e e e e | e e e P e L e e R
! entrenoeud !'.terminal ! E1 2 % ! 0O %

! ! .subterminal ! E2 2 % ! 0O %
e T [ ] | e e L
! racines ! ! R- 40 % ! 0 %

| e e e L T T | L T [
!microbulbilles ! ! !

! entieres ! ! BNE 80 % ! 6 %
| R e e e = = e =
!microbulbilles ! ! !

!dont le cortex ! ! B 84 % ! 8 %

la ete supprime ! ! !

| T et R e e e -
! noeuds ! . terminal I N1 76 % DNS ! 4 2

! ! .subterminal ! N2 80 % ! 8 %

! ! !

Les explants ont été placés sur le milieu MC pendant 5) jours puis transférés
sur le milieu S30. Les chiffres du tableau correspondent & la moyenne de deux

répétitions de 25 explants par traitement.
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Tableau 15 : Aptitude a la callogenese et a la néoformation de
divers explants preleves sur des vitroplants de
Dioscorea trifida cv INRA 5-20

t—
oo

!% de cal ayant forme!

niveau de de callogenese

!TNRA 5-20 x

!INRA 25
1

! ! !
! ! !
L ! prélevement ! sur milieu MC ! une tige sur le !
! explant ! sur le ! apres 50 jours ! milieu S30 !
! ! vitroplant ! ! apres !
! ! ! ! 120 jours !
! ! ! ! !
! ! ! ! !
!limbe sans le ! feuille ! ! !
! depart des !.terminale I L1 8 % ! 0 % !
!  nervures ! .subterminale ! L2 10 % ! 0O % !
s e | s e e | i i i e i | i e e e e e !
! depart des ! feuille ! ! !
! nervures et !.terminale ! Pl 26 % DNS ! 0 % !
!'pulvinus distal!.subterminale ! P2 24 % ! 0 % !
P —— 1 s s i s i [ s i e e 0 e o 555 s 1
! fragment de ! feuille ! ! !
! petiole entre !.terminale I I1 0 % ! 0 % !
! les 2 pulvini !.subterminale ! I2 0 % ! 0 % !
Lo e i | i e e s I sl e S § e e A S e !
! pulvinus I feuille ! ! !
! proximal !.terminale ! Al 24 % DNS ¢ 0 % !
! ! .subterminale ! A2 28 % ! 0 % !
Lt et i e o | memm e e Y ottt o e o s e !
! entrenoeud !.terminal ! E1 0 % ! 0O % !
! ! .subterminal ! E2 0 % ! O % !
4 o e e i i f i o e et e L e o ] e e et e et !
! racines ! ' R 20 % ! 0 % !
3 e | i i i | S e R e } i i s e e S !
!microbglbilles ! ! ! !
! entieres ! ! BNE 60 % ! 10 % !
Lt s e o st 5 | S S  meren de J i e e e e e e e S !
!microbulbilles ! ! ! !
!dont le cortex ! ! B 68 % ! 8 % !
!a ete supprime ! ! ! !
| e e S i e Rt T e e | e e e e i !
! noeuds !.terminal ! N1 50 % DNS * 6 % !
! ! .subterminal ! N2 68 % ! 8 % !
| 1 | ! !
! ! ! ! !
!Hypocotyles de ! ! ! !
!seedlings issus! ! ! !
!du croisement ! ! 58 % ! 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 a la moyenne de deux
répétitions de 25 explants par traitement.
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Des explants Pl de D. alata ont été placés sur le milieu MC pendant 30
Jjours. Les photos 6 et 7 montrent un début de callogenése. 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 callogenése sur explant P1 du cv Brazo Fuerte.

SRR s TV

F 28"
%z e
L NN

PHOTO 7 : Début de callogenése sur explant P1 du cultivar Florido.




sur les noeuds, les cals se forment a partir du bourgeon
axillaire (noeud i¥2) ou terminal (explant N1). Les vortions de
tice et de patiole qui sont prasentes dans cet explant participent
tras neu a la formation du cal.

Aussli bien pour la calloaenese ue nour l'organogenese nous
n'avons =as observe de différences SlqnlflcathLS entre le niveau
terminal et le niveau subterminal de prélsverment des explants.

Les explants qui  donnent les meilleurs nourcentages de
callogencse et d'organogenese ultérieures sont les noeuds et  les
nicrobulbilles. Ces explants contiennent des meristemes. Parmi les
exnlants sans méristeme cqui ont donne des neoformations de tiges
anrés callogenése, nous avons trouvé le pulvinus proximal et
1'enserble nulvinus distal et départ des nervures (Pl et P2), chez
D. alata. Chez D. trifida aucun explant dépourvu de méristeme ne
nous a donné de neoformation de tiges.

1.4. - Discussion

Si 1l'explant initial contient un meristeme, les néoformations
qui eamnaraissent par la suite sur les cals issus de cet explant
neuvent nrovenir d'un simple demarrage de meristeme qui aurait
nrolifére au cours des repicuages successifs (KING et al., 1978).
Dans ce cas, les Dlantules neéoformées sont issues d'un meristeme
de la vplante mere et la variabilité induite est faible, les
mecanismes réprimant 1'instabilite génetique etant
particulierement développds au niveau des méristemes (DEMARLY,
1984).

Au contraire, une fois séparée de la plante nere, un explant
initial ne contenant aucun méristeme echappe aux mecanismes
stabilisateurs et correcteurs de la variabilite et il pourra vy
avoir neoformation de "variants"

D'apres_ la revue bibliographique resumee aux tableaux 2 et
3, o. 13 a 15, seuls quelques organes ont ete retenus pour
1'ohtention de cals :

- les tubercules chez D. deltoidea (ABROSHNIKOVA gE_al.,
1971 ; CHATURVEDI et SRIVASTAVA, 1976 ; CHATURVEDI et CHOWDHURY,
1980) et EL floribunda (AMINUDDIN et CHOWDHURY, 1983).
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Des explants Pl de D. 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 aprés 45 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, aprés 95 jours sur
milieu non organogéne.

PHOTO 9 : cals d'explants P1 du cultivar INRA 5-20, aprés 95 jour sur milieu
non organogene.
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- les hypocotyles de graines en germination chez D.
zingiberensis (Research group of plant morphology, 1978) ; D.
deltoidea (GREWAL et ATAL, 1976) ; D. villosa, D. balcanica et D.

nolystachya (RENARD, 1984).

- les jeunes plantules entieres chez D. deltoidea (KAUL
et STABA, 196S ; MARSHALL et STABA, 1976).

- les noeuds chez D. composita (ORTEGA-PACHECO, 1970).

Tous ces organes contiennent des méristemes : les hypocotvles
de graines parfois appelés "tubercule du seedling" contiennent une
eébauche d'axe caulinaire, des ébauches de racines et un méristeme
secondaire qui est a l'origine de la tuberisation de 1'axe
hypocotvle (LAVTON et LAWION, 1967 ; CARTONI-CRETTON, 1977) ; les
tubercules et les bulbilles contiennent des llots méristematiques
diffus dans la zone corticale profonde (MATHURIN, 1982 ; WICKHAM
et al., 1982). Les _tubercules qui présentent les meilleures
potentialitées organoaeneq sont ceux dont la dormance a eté levee
(AMMIRATO, 1984), ce qui temoigne d'une influence de la presence
de méristemes actifs sur les possibilités de néoformation.

Les auteurs qui ont obtenu des néoformations a partir de cals
de Dioscorea sont partis d'explants initiaux contenant soit des
meristemes (erbryons, hypocotyles, plantules, noeuds) soit des
nro-meristemes (tubercules et bulbilles), cf tableau 3 p. 15. Une
seule etude (AMMIRATO, 1982) mentionne l'obtention de cals et de
suspensions cellulaires a partir de jeunes feuilles de D. alata,
D. bulbifera, D. composita et D. floribunda. Aucune néoformation
de tige n'avait pu etre obtenue a partir de ces cals de feuilles.

Nos experiences ont confirme les donnees de la bibliographie
pour ce qui concerne les explants contenant des meristemes : les
noeuds, les bhulbilles et les hypocotvles de qralnes ont montrée des
potentialités de calloqenese et d'organogenese elevees chez D.
alata et D. trifida. Mais nous avons egalement pu mettre en
evidence les capacites d'organogenése des cals issus de fragments

de feuilles, ce qui constitue un resultat nouveau.

I1 ne nous a pas eté possible de travailler sur des
inflorescences et, a notre connaissance, aucune etude n'a été
faite sur les organes floraux. Il serait souhaitable de tester
1l'aptitude de ce matériel qui s'est révelé tres réactif chez de
norbreuses Monocctylédones (riz, sorgho, Pennisetum...).
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TABLEAU 17 : Influence de 1'3ge de la feuille terminale sur la callogénése

et l'organogénése de 1l'explant P1.

=1

Callogendse (aprés 40 j) Pourcentage d'organogenédse

l

I

I de tige 16 % b

|[Feuilles Jjeunes LG % a

| de racine 42 %

{ ——

| o de tige "2 c
54 % a

} Feuilles &gées de racine 8 %

]

[

Y e e o s e e i s s e, e et e}

Les explants P1 de feuilles jeunes et de feuilles Agées ont

sur le milieu MB + sac 30 g/l + ANA 1 mg/l. 2 répétitions de
par traitement ont été faites.

été placés
30 explants

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

PHOTO 10 : Différents stades de développement de la feuille terminale.
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1l.4. - Conclusion

HNotre but etant a' obtenir des neoformations de tiges en wvue
d'une rlver51f1catlon mpnuthuc, nous avons recherche des explants
initiaux sans méristeme. Nous avons ecarté le nulvinus proximal
qui est situé au contact du méristeme axillaire et qui pouvait
contenir des prolongerents nerlstcﬂathues. Nous avons donc choisi
var la suite de cette 2tude 1l'explant P constitué de 1'ensemble du
pulvinus distal et cu dévart des nervures. _Cet explant ne contient
nas de méristeme comme 1l'ont rontré des etudes anatomiques sur
Dioscoreas (AYENSU, 1972 ; ESPIAND, 1983) et nos propres obhserva-
tions cytologicues (cf photos 11 et 12 ». 39).

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

Ils influencent le metabolisme de l'explant et ses reactions
en culture in vitro. On a montré par exemple une action de 1'age
sur les Dpotentialitas de callocgnése et d'organogenese des
tubercules de vome de terre (QURATISHI et al, 1979) et des
cotvladons de laitue (WIBRE et TORRES, 1984)...

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

La feuille terminale présente divers stades de déevelopperment
(cf photo 10). Des explants Pl ont ete preleves aux stades B et C
appeles "jeunes" et au stade I' appele age.

7/

La calloqenese n'est pas significativement dlfforente chez
les explants prQlCVHS sur des feuilles jeunes ou agees mais le
pourcentage de neoformation est significativement nlus &levé 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 P ont étée preleves sur des feuilles situees a
differents niveaux sur le vitroplant oe la base (P4) a 1'apex
(Pl). Leur aptitude 8 la calloqenese a été comparée ainsi que les
nossibilites A" organogenese des cals issus de ces explants.
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TABLEAU 18 : Influence du niveau de prélévement d'explants P sur le
pourcentage de callogenése chez D. trifida, cv Moengo V.

Callogenése et : Pourcentage d'organogengse

organogenése , :
| Pourcentage de de tiges sur

Niveau de callogenése MC —
‘ Mil
prélévement MB + sac 40 g/l + ilzeu de
de 1l'explant 2,4-D 5mg/1 + Kin Img/1 régénération MR
| P 1 % 0%
l 60 ‘o a o
R 2 54 % a 0%
P 3 20 % | 0%
| b . | I
| _ l
P4 I 12% ¢C- 0% |

TABLEAU 19 : Influence du niveau de prélévement sur le pourcentage de
callogenése et d'organogenése de tige & partir d'explants
P de D. alata cv Brazo Fuerte.

Callogenése
et orga-

nogengse Pourcentage de

callogenése sur
MB + sac 40 g/l +

de ti
dx pr&l} e tiges sur

Ivement de Milieu de

|
| Pourcentage d'organogenése
|
I
|

I

|1'explant 2,4-0 5mg/1 + Kin 1mg/1| régénération MR ;

Y- — |

Il_ P 1 I 96 %——‘q_-——_ _._?___' 14 % aprés 75 ] I’

i P2 E 88 % _d e | 12 % aprés 75 j i
. e oot e -

{ P 3 { wr g4 0 % :

! P& E 92% ¢ 0% i

Des explants Pl de D. trifida ( *ableau 18) et de D. alata (tableau 19)
prélévés sur les feuilles F1 a F4 ont été placés sur le milieu MC. La
callogenése a été observée aprés 50 jours pour le cv Moengo V et 30 jours
pour le cv Brazo Fuerte. Aprés 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. I1 n'y a pas de différences significatives au seuil 5% entre les
traitements portant la méme lettre.
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2.2.2. - Réesultats

Chez D. alata, la callogenese induite par le 2,4-D qui est
une auxine efficace ne nresente pas de differences significatives
entre le niveau hasal (F4) et le niveau terminal (Fl). Par contre,
seuls les cals issus des feuilles terminales Fl et F2 ont donne
des ncoformations de tiges.

Chez D. 'trifida, nous n'avons pas obtenu de neoformations de
tiges mais on observe une haisse siqnificative du pourcentage de
callogenese du niveau 1 au niveau 4 (cf tableau 18).

2.3. - Discussion

Le vitronlant se dévelonpe en formant tout d'abord la feuille
F4 (d'ou est tire l'exnlant P4) nuis la feuille F3, puis I'2 et Fl.
Il v a donc une différence d'age entre les exnlants P1, P2, P3 et
P4, et meme si morphologicuement la feuille change oeu, il semble
cu'elle change nhysiologicuerent npuisau'on observe une différence
sicnificative dans la chloooncsc et 1' orcanoqenese entre les
feuilles hasales et celles du sommet de la bouture.

AMMTIRAT (1982) n'avait obtenu de callogenese que sur les
jeunes feuilles dont la taille atait la moitieé de celle des
feuilles matures (ce qui correspond probablement aux stades B ou C
de la »hoto 3) chez N. alata, D. bulbifera, D. composita et D.
floribunda (cultivars non precises). Par contre ABROSHNIKOVA et
al., 1971 n'avaient nas obtenu de cals a partir de tissus
foliaires preleves sur des plantules de D. deltoidea, issues de
graines et cultivees ln vitro.

Nous avons pu obtenir une honne callogenese chez les explants
issus de feuilles agées avec différents milieux mais nous avons
observe une influence significative de 1'age sur le pourcentage de
néoformation. La difféerence entre nos resultats et ceux
A'ABROSHNIKOVA et d'AMMIRATO vourrait étre due a un facteur
variétal et également a la composition du milieu de callogenese,
la notre présentant un niveau auxinicue plus eleve. Par ailleurs,
les explants P ont &té pralevés sur des vitroplants cultives en
conditions axenicues pendant de lonqueurs periodes. Or un passage
in  vitro prolongé entraine un rajeunissement des vegetaux
TNOZERAN et al., 1982). Les vitroplants de D. alata présentent des
caracteres Juveniles (feuilles alternes, absence de tubercules)
ocui nourraient expliquer la plus grande reactivite des explants
foliaires.

On a obqervé dans nos deux exnariences que les cals issus de
feuilles agees ne reg@nerent pas. Cette influence de l'age sur la
capacitée d'organogenese a été notée chez de nombreuses Monocotylée-
dones par exerple chez le riz (WERNICKE et al., 1981) et chez le
sorgho (WERNICKE et ERETELL, 1580) ou 1'aptitude a régénérer des
tiges  diminue au fur et a mesure cue les feuilles se
differencient.
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TABLEAU 20 : Influence de la position de l'explant dans le milieu sur la
callogenése et 1l'organogenése ultérieure.

% Explants Positions l e ucr‘aclelnotgaie;dee
L1 Dressée | 0%
Couchée face supérieure| 90 %
contre le milieu ) IDS
Couchée face inférieure
%
contre le milieu | &
Pl Dressée 5%
Couchée face supérieure 80 %
contre le milieu - T DNS
[4
Couchée face inférieure 75 %
contre le milieu :
F 4 Dressée 20 % 4 DS
Couchée face inférieure 60 % v |
| contre le milieu

Les explants initiaux preleves sur D. alata cv Brazo Fuerte
ont éte mis _en culture sur le milieu de callogenese MC.Dans cette
experience, nous avons utilisé des tubes afin de permettre une
position dressée. Nous avons employé 20 explants par traitement.

Les explants L1 et Pl ont ete couchés soit avec la face
inférieure, soit avec la face superleure du limbe en contact avec
le milieu. Les feuilles entleres qui avaient leur limbe replié en
deux ont été couchées sur le cote, la face 1nf¢r1eure du limbe
contre le milieu.

TABLEAU 21 : Influence de la taille de 1l'explant sur la callogenése

Pourcentages
de callogenése
Feuille entigre (2 cm) 65 % a
P 1 (2 cm de longueur) 70 % a
P 1 (1 cm de longueur) 90 % b
P1 (0,5 cm de longueur) 85 % b
P1 (0,2 cm de longueur, départ des 50 % c
nervures). l |

Des explants P1 de D. alata cv Brazo Fuerte ont été placés sur le milieu
MC. 20 explants par taille ont été employés. La callogenése a été observée
aprés 30 jours.

N.B. I1 n'y a pas de différences significatives, au seuil 5%, entre les
traitements portant la méme 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 entieres F1 (sans 1'apex N1) et des fragments de
feuilles L1 et Pl ont ete mis en position dressee ou couchee sur
le milieu (cf tableau 20).

Seules les parties en contact avec le milieu présentent des
cals. Les cals qui se sont developpes sur les feuilles et les
natioles dressds se sont formés sur la partie qui était a
1'intérieur du milieu gélosé.

Pour les limbes, les cals se developpent mieux si la face

superiecure de la feuille repose sur le milieu. Pour les explants P
la position semble moins affecter la callogenese.

3.2. - Taille de 1l'explant

Nous avons mis sur le milieu de callogenese MC, des feuilles
entieres et des explants Pl de diverses longueurs : 2 cm, 1 cm,
0,5 cm et 0,2 cm.

La callogenese démarre au niveau de la blessure du pétiole et
du depart des nervures. Le fait de recouper une partie du limbe
active la formation du cal au niveau du départ des nervures.
Lorsque le limbe est entier, la callogenése se fait
preferentiellement au niveau de la blessure du petiole. Lorsque le
péetiole est trop long (Pl = 2 cm) la callogenese se fait plutot au
niveau du pulvinus et a 1'extrémité coupée du petiole ; entre deux
cals, reste un morceau de petiole peu modifie. ILorsque 1'explant
est de taille plus reduite (Pl = 0,2 cm), la callogenése est moins
intense. La taille ontimale semble se situer entre 0,5 et 1,0 cm
(cf tableau 21).
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4 - CONCLUSIONS

I1 semblerait que les explants P de jeunes feuilles situees
au niveau terminal ou subterminal puissent presenter une aptitude
a régenerer suffisante chez D. alata pour servir de matériel de
hase dans cette etude. Nous avons, dans la suite de ce travail,
essaye de mettre au point des milieux de callogenese d'entretien
des cals et de réegeneration susceptibles d'augmenter le taux de
neoformations obtenues sur cet explant.

Mous n'avons pas, par contre obtenu de resultats avec des
fracments de feuilles chez D. trifida. Nous avons cependant essaye
de mnoursuivre des recherches sur l'explant Pl. En effet deux
hypotheses peuvent expliquer cectte absence de néoformations :

- la perte de la totipotence des cellules de 1'explant
initial ou du cal ; dans ce cas il faudrait envisager un autre
explant de depart ou tester d'autres genotypes dont certains
pourraient se montrer nlus reactifs.

- 1l'absence des stimuli nécessaires pour que les cellules
s'engagent dans un processus &' organoqenese dans cette experlence.
Fn effet les milieux cque nous avons employes dans les experiences
relatoes dans ce chapitre avaient été mis au point par des
expériences preliminaires sur D. alata cv Brazo Fuerte, et ils
étaient peut etre moins adaptés a 1'espece D. trifida.



5 - RESUME

Divers types d'explants preleves sur des vitroplants ont ete
étudiés pour 1l'aptitude a la callogenese et a 1'organogeneése chez
D. alata et D. trifida. Ceux qui ont donné les meilleurs
pourcentages d'organogenese a partir de cal sont les noeuds, les
microbulbilles et les fragments de feuilles contenant un pulvinus.
Ce dernier type d'explant a été retenu du fait qu'il ne contient
pas de méristeme. Nous avons choisi l'explant P constitué du

depart des nervures et du pulvinus distal.

Une étude de 1'age et de la position sur la plante mere de la
feuille ou est preleve l'explant P a montré que les jeunes
feuilles terminales dont le limbe est replie présentent de plus

grandes potentialités organogenes que les feuilles matures.

Nous avons donc poursuivi cette étude avec des explants Pl
issus de jeunes feuilles terminales (F1). Pour la callogenese, 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




Tableau 22 :

Influence de diverses auxines sur le pourcentage de callogenése d'explants P1 de

D. alata cv Brazo Fuerte.

Les explants Pl ont été placés sur les milieux de callogendse MB + sac 40 g/l addi-
tionné des auxines et des cytokinines mentionnées dans le tableau. Aprés 30 jours,
nous avons noté le pourcentage de callogenése (cals) et nous avons transférés ces cals
sur le milieu d'organogenése S30. Nous avons observé les néoformations de tige (tiges)
apparues aprés 120 jours sur le milieu S30. Les pourcentages indiqués dans ce tableau

correspondent 3 50 explants par traitement.

Cytokinine dans le

~ l | l
Auxine dans milieu de cal- k 6 ! 6 F

le milieu de ogendse| Kin 5 10 M | BAP 5 10 M |

callogenése : ‘ [

2,4-D 107°M l cals : 68 % DNS 40 % %

I tiges 4 % { 0% {

____________ I | N

l | l

3,4-D 107" } cals : 36 % DIS 8 % {

{ tiges : 0% ¥ } 0% }

L | | |

| | |

i 107M } cals : 64 % D S 24 % I

I

{ tiges : 0 % } 0% }

) |\ | l

| 1 |

@ 2,45 T 10 M } cals : 80 % DIS 16 % i

{ tiges : 6 % i 0% {

______ _ N ___| |

| 1 |

MCPA 10 M { cals : 84 % D S 20 % }

{ tiges : 0 % { 0% {

l | L I

| | |

ANA 10 "M { cals : 24 % D 'I“ S 16 % {

} tiges : 2 % ! 2 % I

| l |

* Un cal a donné une néoformation de tige 12 mois aprés transfert sur milieu organogéne.
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On a cherche a mettre au point des milieux de callogenése et
A'entretien des cals a partir d'explants Pl en essayant diverses
combinaisons, d'auxine, de cytokinine et de saccharose chez D.
alata et D. trifida. On a &galement experimentd 1'influence de la
temperature et de la lumiere ; cette étude a éte complétee par
l'observation cytologicue des cals chez D. alata.

1 - CHOIX DES COMBINAISONS AUXINE - CYTOKININE DANS LE MILIEU
DE CALLOGENESE

D'apres les données bibliographiques sur Dioscorea (cf
tableaux 2 et 3 ». 13 a 15), le 2,4-D est la seule auxine employee
pour la callogenese et l'entretien des cals. Certains travaux
cependant 1l'emoloient en combinaison avec 1'ATIA (CHATURVEDI et
SRIVASTAVZ, 1976 ; CHATURVEDI et CHOWDHURY, 1980) ou 1'ANA
(ARNOLIN, 1980).

Mais, le 2,4-D cqui est un puissant activateur de la
callogenese est généralement inhibiteur de  1'organogenese
(MARGARA, 1984). Il a, de plus, un effet toxique aux
concentrations é&levees. Nous avons donc étudie 1! 1nfluence de
diverses auxines qui n'avaient pas ete exnerlmentees a notre
connaissance sur les Dioscoreae afin de les comparer a celle du
2,4-D et de 1'ANA.

1.1. - Comparaison de 6 auxines différentes au niveau 107°M

1.1.1. - Expérience

Nous avons expérimente 6 auxines différentes (le 2,4-D, le

: : -5
3,4-D, 1o 2,4,5-T, 1'A¥A, le I'CPA et le nicloram) au niveau 10 "M

soit environ 2 mg/l en combinaison avec cdeux cytokinines (la
kinétine ou la BAP) au niveau 5.107°% » soit environ 1 mg/l.

1.1.2. - Resultats

- Chez D. alata, le ﬂowrcentacL de calloqcnese est
significativement w»nlus eleve en nrosence de  kinetine  cqu'en
nresence de BAP (cf tableau 22). Les awdines les plus efficaces

nour la callocenese sont le 2,4-D 1l' 22,4,5-7, le ICPA et le

‘y :
nicloram. Le 2,4—% et 1'a <,L,5—l aSSJrent une honne callogenese
sans  inniher otalerent les wnossibilitss de  neoformation.

= Chez D. trificda, les auxines les nlus ¢ f Ficaces
nour la calloaenﬁqV sont 1e )icloram, le 2,4-D et le MCPA. tlous

n'avons mnas o« de (1fforonc“ sicnificative entre les deux
cvtokinines (cf anlﬁav ?7). 1\ % des cals ont donne des ra01nes
s milien d'organogensse. fucune neoformation de tige n! a eté
chservee sur ce ~milieu anres 20 jours mais 12 wois apres le




)

Tableau 23 : Influence de diverses auxines sur le pourcentage de callogenése
d'explants Pl de D. trifida cv Moengo V et INRA 5-20 aprés 50
jours. —_ _

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

Cytokinine dans le

I

| Auxine milieu de cal- | |
| le milieu de logenesel Kin 5 IO_SM | BAP B 10_6M |
| callogengse | |
| . | | |
I 2,4-D 10 M | MOENGO V : 40 % * DS 40 % I
I | I I
| | INRA 5-20 : 35 % DS 35 % |
| | I I
I I | |
I I | |
| 3,4-D 107N | MOENGO V : 8 % DfNS 10 % |
I I I |
| | INRA 5-20 : & % DysS b % |
I I I I
- e S —— |
I I I I
| pi 107 M | MOENGO V : 35 % DNS 25 % |
I I I |
| | INRA 5-20 : 35 % D| s 20 % |
I | I |
— — [ |
I | | |
| o 2,47 107 | MOENGO Vv : 10 % D NS 10 % |
I I I |
| | INRA 5-20 : 10 % x P F B 10 % |
I I I
e - | |
I | I I
| MCPA 10 ~ M |  MOENGO V : 30 % DNS 35 % |
| | I I
I | INRA 5-20 : 35 % D NS 30 % |
I | I |
| | | |
I | I |
| ANA 107°M | MOENGO V : 15 % o Ns 25 % |
I I | I
| | INRA 5-20 : 10 % nhs 10 % |
I | | I
I | |

* Aprés 3 repiquages sur le milieu organogéne MR, les cals ont &té transférés sur le milieu
organogéne MB + sac 30 g/l + AIB 0,5 mg/l :

- Deux cals de INRA 5-20 initiés sur MB +a 2,45 T 10 "M + Kin 5 10—6M ont donné une
néoformation de tige 11 mois aprés la mise sur milieu organogéne.

il -5 : -6
- Un cal de Moengo V initié sur MB + 2,4-D 10 M + Kin 5 10 M a donné une néoformation
de tige 12 mois aprés la mise sur milieu organogéne. ..
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» de callogenése a 40 j C @ ANA

00

!

callogenése de pétiole P1 de Dioscorea alata.

Des explants P1 de D. alata cv Brazo Fuerte ont été placés sur le

=

milieu MB + sac 40 g/l + kin 1 mg/l + 2,4-D ANA ou 2,4,5-T (0 a
mg/l). Les pourcentage portés dans la figure correspondent a la
moyenne de 2 répétitions de 25 explants par traitement.

. " —e=s)
auxine
0,5 2 3 4 5 6 7 B mg/1
Figure 6 : Influence de la concentration en différentes auxines sur le % de

8
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Tableau 24 : Influence de la nature et de la concentration de 1l'auxine dans le
milieu de callogenése sur le pourcentage de néoformations de tiges
ou de racines aprés 120 jours sur le milieu organogéne S 30

|
[Niveau de 2,4-D dans
| le milieu de

% de néoformation sur le milieu MR

| |
| |
[ |
| callogenése | de tiges | de racines |
| | | |
| [
0 0% 0%
| | I |
I 0,5 l L% I 4% '
: | | |
1,0 b % b %
| | I |
2,0 4% } 4 %
3,0 2% ! 2%
5,0 L % I L%
8,0 0% % 0%
Niveau d'a 2,45 T % de néoformation sur le milieu MR
dans le milieu de
callogenése de tiges de racines
0 0% 0%
0,5 ' b % 8 %
1,0 0% ‘8%
2,0 0% 0%
3,0 0% L%
5,0 L% 12 %
8,0 0% 0%
Niveau d'ANA dans % de néoformation sur le milieu MR
le milieu de
callogenése | de tiges de racines
0 0% 0%
0,5 4% 12 %
1,0 4 % 12 %
2,0 2% 2 %
3,0 0% 0%
5,0 0% 0%
8,0 0% 0 %

Des explants Pl de D. alata cv Brazo Fuerte ont été placés
sur le milieu MB + sac 40 g/1 + Kin 1 mg/l + auxines (0,0 - 0,5 -
2,0 - 3,0 -5,0 -8,0 mg/l). Apres 40 jours de callogenese, les
explants ont eté transféres sur le milieu MR. Deux répetitions de
25 explants par traitement ont ete realisées.
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nassace sur milieir organogene, deux cals du cultivar INRA 5-20 et

un cal cu cultivar HMoengo V ont neoforme  des tiges. Ces
néoformations s'étant ovroduites sur les cals initiés avec le
2,4~ ou 1' a2,4,5-T, il semble proferable de choisir ces auxines

nour la callogencse chez D. trifida.
1.1.3. - Conclusion

T2 nicloram serble une auxine tres rémanente quil oriente le
cal vers un »rogramme de croissance qui continue a se derouler
plusieurs mois apres la mise sur milieu orqanoqenc. Les cals
inities avec 1'a 2,4,5-7 continuent mqa1emon+ a croitre sur le
milieu oraanovene pendant 2 a 3 rmois, mais leur croissance est
nlus reduite et certains d'entre eux ont formé des tiges. Au
contraire, les cals formes sur ces Wlllpux contenant du 2,4-D, du
MCPA ou de 1'ANA nolrcissent aﬂroq deux a trois mois cquand ils
sont placas sur le milieu orqanogene MR. Il se forme, sur certains
de ces cals noircis, des cals genéralement blancs parfois
chloronhylliens cui peuvent régenerer des tiges.

e 2,4-D, le »nicloram ¢t le MCPA vermettent 1'induction de la
callogenese chez les cdeux especes etudiees. Au contraire, le 3,4-D
ot 1'ANA se sont reveles moins efficaces a la dose testee.

1.2. - Comparaison de 1'ANA, de 1'a 2,4,5-T et du 2,4-D
a differentes concentrations

1.2.1. - Experience

Afin de pouvoir comparer plus précisement les différentes
auxines, nous avons etudié une gammne de concentration (de 0 a 8
mg/l). Nous nous sommes limités aux troix auxines qui ont permls
l'apparition de neoformations de thes sur le milieu organogene :
le 2,4-D, 1' @2,4,5-T et 1'ANA. Apres 40 jours de callogenese, les
explants ont ete transféres sur le milieu d'organogenese MR.

1.2.2. - Resultats

Les resultats de la figure 6 montrent que le meilleur
pourcentage de callogenese est obtenu avec le 2,4-D a partir de 3
mg/l Ce niveau de 2,4-D ne bloque pas les possibilités de
neoformations sur milieu organoqene - les cals initiés en presence
de 2,4-D entre 0,5 et 5 mg/l ont montré un taux de néoformations
superieur a celui des cals inities avec 1'ANA et 1'ac 2,4,5-T (cf
tableau 24).

1.3. - Conclusion

Ces deux expériences montrent cue le 2,4-D en association
avec la kinétine assure une bonne callogenese sans inhiber
totalement les possibilités de neofor<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>