
VII'" Symposium of the International Society for Tropical Root Crops, 
Gosier (Guadeloupe). 1-6 July 1985, Ed. INRA, Paris, 1988. 

CALLOGENESE ET NEOFORMATION CHEZ DEUX ESPECES DE 
DIOSCOREA COMESTIBLES : D. ALATA ET D. TRIFIDA 

(Cai'.i'.u-6 60ltmat.i.on and ne.060Itmat.i.on wah two e.di..bi'.e. 
D.i.o-6colte.a -6pe.c.i.e-6 : D. ai'.ata and D. tlt.i.6.i.da) 

A. FAUTRET, P. DUBLIN et P. CHAGVARDIEFF 

IRAT/CIRAD 
B.P. 5035 

Avenue du Val de Montferrand 
34032 MONTPELLIER CEDEX FRANCE 

RESUME La creation d'une diversite genetique est necessaire 
pour I' amelioration varietale des ignames. La selection par 
hybridation est limitee par l'irregularite ou me me I' absence 
de fructification des clones cultives. La regeneration de 
cals permettait de contourner les difficultes rencontrees 
soit directement par production de variants d'interet agrono
mique, soit en fournissant du materiel de base apte a rege
nerer dans un programme d'hybridation somatique. Le but de 
ce travail est d' obtenir les conditions optimales de regene
ration des cals chez Dioscorea alata et D. trifida. Divers types 
d'explants preleves sur des vitroplants en collection ont 
ete etudies pour leur aptitude a la callogenese et a la neo
formation. On s'est oriente vers Ie petiole de jeune feuille. 
Des milieux de callogenese, d'entretien des cals et de neofor
mation de tige ont ete mis au point sur D. alata. Chez D. trifida 
des milieux de callogenese et d' entretien des cals ant ete 
mis au point mais aucune neoformation de tige n'a ete obtenue. 
Cependant Ie developpement de l'appareil vegetatif et des 
cals de D. trifida etant beaucoup plus lent que celui de D. a lata, 
il est possible que les delais de neoformation soient egale
ment plus longs. L'etude cytologique des neoformations a 
partir de cal montre que leur origine est pluricellulaire. 

SUMMARY 

Clte.at.i.on 06 ge.ne.t.i.c d.i.ve.It-6.i.ty .i.-6 ne.ce.MMy601t vM.i.e.tai'. .i.mplto
veme.nt 06 yam-6. Se.i'.e.ct.i.on by blteed.i.ng .i.-6 Um.i.te.d by .i.1tlte.gui'.aIt.i.ty and 
e.ven non 6Jtuct.i.6.i.cat.i.on 06 cui'.t.i.vate.d ci'.one.-6. Pi'.anti'.e.t-6 Itege.ne.ltat.i.on 6Jtom 
cai'.i'.U-6 woui'.d pe.ltm.i.t to get Mound e.ncountelte.d d.i.66.i.cui'.t.i.e.-6, e..i.the.1t d.i.ltecti'.y 
by pltoduct.i.on 06 agltonom.i.c vM.i.ant-6, Olt .i.n 6U1tn.i.-6h.i.ng ba-6.i.c mate.Jt.i.ai'. 
abee. to Ite.ge.neltate. .i.n a Mmat.i.c blte.e.ding pltogltam. The. pUltPO-6e. 06 th.i.-6 
wolth .i.-6 to obta.i.n opt.i.ma cond.i.t.i.oM 601t Itegene.ltat.i.on 6Jtom caeeU-6 06 Dios
corea alata and D. trifida. 
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D.i.66eJtent h.i.nd 06 expR-anto &!tom v.i.tJtopR-anto .in coUect.ion 
have been otud.ied 60Jt caUuo and ne060Jtmat.i.on aptUud. We weJte conducted 
to choooe young R-ea6 pet.i.oR-e. 

Med.ia 60Jt caUuo .in.i.t.iat.i.on caUuo ma.i.nta.i.n.ing, and ohoot 
ne060Jtmat.ion weJte de6.(ned 60Jt D. alata. W.ith D. trifida med.i.a 60Jt caR-R-uo 
.in.iUat.i.on and caR-R-uo ma.i.nten.ing weJte de6.(ned, but no ohoot ne060Jtmat.i.on 
wM obta.i.ned. 

Ma.i.nwh.iR-e vegetaUve appMatuo and caR-U deveeopment 06 D. 
trifida Me oeoweJt than thooe 06 D. a lata, .it.io pOM.i.bR-e that the neo-
60Jtmat.i.on deR-ayo muM be aR-M R-ongeJt. C ytoR-og.icaR- Mudy 06 ne060Jtmat.i.ono 
ohowo a peUJt.i. ceUUeM oJt.ig.in. 

IN TRODUC TI ON 

L'amelioration varietale des ignames comestibles 
est limite par la tres faible fecondite de ces especes. Chez 
D. alata, la sterilite est presque totale (J.S. JOS et K. 
VIJAYA BAI, 1980 IITA Annual Report 1979 et 1980). Cepen
dant, 1es ignames qui ont ete selectionnes au cours des 
siecles dans un type de culture traditionnel doivent etre 
considerablement modifiees pour s'adapter aux exigences d'une 
agriculture moderne mecanisee. La culture de tissus peut 
permettre d'obtenir une variabilite genetique ou epigenetique 
sans faire intervenir la reproduction sexuee. 

L'objectif de ce travail est la mise en evidence 
de la capacite d' organogenese chez D. alata et D. trifida. Chez 
de nombreuses especes, les plantes neoformees a partir de cal 
presentent des variations somaclonales chez le mars, la 
canne a sucre, le riz, la Pomme de Terre, la tomate, etc ... , 
on a recherche et obtenu des variants presentant un interet 
agronomique (LARKIN et SCOWCROFT, 1981 SHEPARD et al., 1980 
; BRAN CHARD, 1984). On peut esperer voir apparaitre les memes 
types de variants chez l'igname. Les caracteres que l'on 
cherche a ameliorer et qui, chez d'autres especes, ont 
presente des variations interessantes, sont : 

1) La resistance a l'anthracnose l'anthracnose 
due a colletotrichum gloesporioides est une des principales mala
dies foliaires qui affecte l'igname et plus particulierement 
D. alata (BAUDIN, 1976 ; WINCH et al., 1984). Le mode d'action 
des Colletrichum chez l'igname n' a pas ete etudie, mais certains 
Colletotrichum, tels C. lagenarium produisent des toxines. 

2) L'architecture de la plante c'est une liane 
qui doit etre tuteuree. Le tuteurage est couteux et gene la 
mecanisation des sarclages et de la recolte son absence 
agrave l'anthracnose et reduit les rendements (IITA Annual 
Report 1980). 11 serait possible d'obtenir des variants a 
port plus compact. 
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3) Adaptation des tubercules a la mecanisation 
les tubercules d' igname presentent une grande heterogneneite 
en taille et en forme. De plus, ils sont cassants et ont un 
epiderme fragile (VAN DEVENN E et TOURTZEVITCH, 1977). On 
recherche des tubercules plus homogenes et moins fragiles. 

4) Restauration de I' aptitude a la floraison la 
plupart des ignames sont floriferes et se reproduisent par 
graine. II n' y a que quelques especes alimentaires qui 
presentent des problemes de fructification dans Ie genre 
Dioscorea. La perte de fertilite chez les especes comestibles 
serait une consequence de la domestication (COURSEY, 1976). 
Or des cycles successifs de callogenese et regeneration 
entrainent un rajeunissement de la plante et une regression 
vers des mecanismes ancestraux ou sauvages. On peut donc 
esperer atteindre un seuil ou reapparaitrait la floraison 
(DEMARLY, communication personnelle). 

MATERIEL ET METHODES 

Les explants ont ete preleves sur des vitroplants 
de DioscoY'ea alata cvs Brazo Fuerte et Florido et D. tY'ifida cvs 
Moengo V et INRA 5.20, maintenus en tube a 25° avec une photo
periode de 12 heures. 

La callogenese et l'entretien des cals ont lieu 
en petites boites de petri placees a 2r a l'obscurite. La 
callogenese dure 30 a 40 jours. Les cals sont ensuite repiques 
tous les 30 jours. 

Les regenerations ont lieu en petites boites de 
petri a 2 r mais a la lumiere pour eviter I' etiolement des 
pousses neoformees. La lumiere est fournie par des tubes neons 
blancs. La photoperiode est de 12 heures, l'intensite 
lumineuse de 20 E.m s Les explants en regeneration sont 
repiques tous les 60 jours. 

Le pourcentage de neoformation qui est evalue dans 
ces experiences correspond au nombre de cals ayant donne au 
moins une tige. Ces tiges sont coupees et transplantees en 
tube sur un milieu de microbouturage ou elles se developpent 
et s' enracinent. Les cals qui ont commence a produire une 
tige continuent a en produire d' autres apres ablation de la 
premiere pousse. 

Pour l'initiation, l'entretien et la regeneration 
des cals, nous avons employe un milieu de base (MB) constitue 
des macroelements et des microelements de Murashige et Skoog 
(MURASHIGE et SKOOG, 1962), de 0,1 mM de Fer EDTA, des vita
mines de Morel (MOREL, 1948) et de differentes concentrations 
d'hormones et de sucre. Pour Ie microbouturage des vitro
plants, nous utilisons Ie meme milieu de base avec 50 g/l 
de saccharose. Le milieu est solidifie avec HCl ou NaOH avant 
autoclavage. Le milieux sont autoclaves 20 minutes a 110°. 
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Chaque experience contient 25 explants par trai
tement et 2 repetitions. Afin de preciser le milieu optimal 
de callogenese, nous avons employe un plan centre compose 
qui permet d'etudier plusieurs facteurs a la fOis, en limitant 
le nombre de combinaisons a tester par rapport a un plan 
factoriel complet (BOX et WILSON, 1951 SAUVAlRE et GALZY, 
1980). 

RESULTATS 

Choix de l'explant initial 

Nous avons teste differents explants preleves sur 
des vitroplants noeuds, rondelles de bulbilles entieres 
et de bulbilles debarrassees de la couche meristematique 
sous-epidermique, racine, entrenoeuds et divers fragments 
de feuilles (limbe sans le depart des nervures - depart des 
nervures et pulvinus distal fragment de petiole entre les 
deux pulvinus pulvinus proximal). Ces explants ont ete 
places 30 jours sur milieu de callognese (MB + 2,4D 5 mg/l 
+ Kin 1 mg/l + sacch. 40 g/l) puis transfere sur milieu 
d' organogenese (MB + 2, 4D 5 mg/l + Kin 1 mg/l + sacch. 40 
g/l) puis transfere sur milieu d' organogenese (MB + AlB 0,5 
mg/l + BAP 2 mg/l + sacch. 30 g/l). 

Les explants qui donnent les meilleurs pourcentages 
de callogenese et d 'organogenese ulterieure sont les noeuds 
et les microbulbilles (Tableau 1). Ces explants contiennent 
des meristemes. Meme les microbulbilles debarrassees de la 
partie corticale peuvent contenir des ilots meristematiques 
diffus. Ces resultats rejoignent les donnees de la litterature 
ou les explants retenus pour la callogenese et l' organogenese 
ulterieure ont ete les tubercules (SINGH, 1978 KOUASSI et 
al., 1984), les bulbillps (ASOKAN et .11.,1983), les noeuds 
(DATTA, 1981), Ies embryon'; et lE'[1 fraglllt'llts de planlules 
en germination (AMMIRATO, 198/1 GREWAL et ATM., 1975 
MASCARENHAS et al., 1976). Palmi If's explants sans mertstpmes 
qui ont donne des neoformations apres rallngenesp, nous avens 
trouve Ie pulvinus proxilllilI (,t l'pnsemble puivinuEl distal 
et depart des nervures. Nous avons ecarte Ie pulvinus proximal 
qui est situe au-dessous dll merisleme dxillaire et qui 
pourrait contenir des prolongemellts mer"istematiques. 

N ous avons donc cboi si pour cet te etude I' ensemble 
pulvinus distal + fragment de limbe conten3nt le depart des 
nervures. Cet explant ne contient ni meristeme primairl' ni 
meristeme secondaire (ESPIAND, 19113). Une t>t.ude cyt,)lilgique 
montre que le cal se developpe j parti r des cellllleG accompa
gnatrices des vaisseaux. Nous avons appple cet pxplnnt. p~ttole 
PI lorsqu'il s'agissait de 1a feuille lelrnindle et pl,tiole 
P2 lorsqu' il s' agissait de I a feu ill e ,lubteclII Lnelle. Les 
resultats (Tableau 1) ne montrent pas de difference signtfi
cative entre la feuille terminale et la feuillE' subterminalf'. 
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TABLEAU 1 / APTITUDE A LA CALLOGENESE ET A LA NEOFORMATION DE DIVERS EXPLANTS 
PRELEVES SUR DES VITROPLANTS DE DIOSCOREA ALATA CV BRAZO FUERTE. 

Explant 

Limbe sans le depart 

Ni veau de prEHe
vement sur le 

vitroplant 

feuille 

% Je callogenese sur 
milieu ME + 2,4D5 + 

Kinl + sac40 

% de cal ayant forme 
une tige sur le milieu 
MB + AlB 0,5 + BAP2 + 
sac 30 apres 90 jours 

des nervures . terminale 90 °0 0 % 

Depart des nervures 

• subterminale 96 " 0 % 

Feuille 
.. terminale 
.subterminale 

84 " 
78 " 

% 
% 

Fragernt de petio le Feui lle 
entre les 2 pulvinus .terrninale 10 % 0 % 

.subterminale 2 % a % 

Pulvinus Feuille 
proximal .. terminale 94 % % 

.subterminale 92 % 6 % 

Entrenoeud . terminal 24 % 0 % 
.su1termlndl 14 0 

Racine 

Microbulbilles 
non ep 1 lichees 

Microbulbilles 
dont le cortex 
a ete ote 

Noeuds .. terminal 
.. sLlbterminal 

o % 

86 " 34 % 

90 % 16 % 

86 % 50 % 
84 % 46 % 

"--______ --'--________ ----- --- -----___ '----_______ 1 
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TABLEAU II I INFLUENCE DE DIVERSES AUXINES SUR LE % DE CALLOGENESE DE PETIOLE Pl DE 
D. ALATA (APRES 30 JOURS) ET DE D.TRIFIDA CV MOENGO V ET INRA 5.20 
(APRES 50 JOURS) ET SUR LE % DE NEOFORMATION APRES 5 MOIS. 

ESPECE 

CULTIVAR 

2,4D 1O-5M kin 5.1O-6M 

2,4D 10-5M BAP 5.1O-6M 

3,4D 1O-5M kin 5.1O-6M 

3,4D 1O-5M BAP 5.1O-6M 

Pi 10-5M Kin 5.10-6M 

Pi 10-5 BAP 5.1O-6M 

a 2,4,5T 10-5M kin 5.1O-6M 

a 2,4,5T 1O-5M BAP 5.1O-6M 

MCPA 1O-5M kin 5.1O-6M 

MCPA 10-5M BAP 5.10-6M 

Cal 
Reg 

Cal 
Reg 

Cal 
Reg 

Cal 
Reg 

Cal 
Reg 

Cal 
Reg 

Cal 
Reg 

Cal 
Reg 

Cal 
Reg 

Cal 
Reg 

Cal 
Reg 

Cal 
Reg 

D. alata 

Brazo Fuerte 

68 % 
4 % 

40 % 
o 

36 % 
o 

8 % 
o 

64 % 
o 

24 % 
o 

80 % 
6 % 

16 % 
o 

84 % 
o 

20 % 
o 

24 % 
2 % 

16 % 
2 % 

D. trifida 

Moengo V 

40 % 
o 

40 % 
o 

8 % 
o 

10 % 
o 

35 % 
o 

25 % 
o 

10% 
o 

10 % 
o 

30 % 
o 

35 % 
o 

15 % 
o 

25 % 
o 

INRA 5.20 

35 % 
o 

35 % 
o 

4 % 
o 

4 % 
o 

35 % 
o 

20 % 
o 

10 % 
o 

10 % 
o 

35 % 
o 

30 % 
o 

10 % 
o 

10 % 
o 
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Choix du type d'auxine et de cytokinine pour la callogenese 

Nous avons recherche un milieu qui permette la 
callogenese sans inhiber totalement les possibilites de 
neoformations ulterieures. Nous avons teste sur le milieu 
de base additionne de 40 g/l de saccharose diverses auxines 
a la concentration de 10 M en association avec la kinetine 
(Kn) ou la 6 Benzyl amino purine (BAP) a la concentration de 
5.10 M. Les auxines testees sont l'acide 2,4 dichloro
phenoxyacetique (2,4D, l'acide 3,4 dichlorophenoxyacetique 
(3,4D), l'acide 2,4,5 trichlorophenoxypropionique 2,4,5 
T), l'acide naphtalene acetique (ANA), l'acide 4-amino 3,5,6 
trichloropicolinique (picloram). Les cals ainsi formes ont 
ete places sur un milieu de differenciation (MB + 30 gil de 
saccharose + 0,5 mg/l d'AIB + 2 mg/l de BAP). 

Chez D.aZata cv Brazo Fuerte, le pourcentage de 
callogenese est significativement plus eleve en presence de 
kinetine qu' en presence de BAP (Tableau 2). Les auxines les 
plus efficaces pour la callogenese sont Ie 2, 4D, l' 2,4, 5T, 
Ie MCPA et le picloram. Le 2, 4D et l' 2,4, 5T assurent une 
bonne callogenese sans inhiber totalement les possibilites 
de neoformation. Le picloram produit des cals volumineux qui 
continuent a se developper sur un milieu d'organogenese. 

Chez D. trifida aucune neoformation de tige n' a ete 
observee. Environ 10 pour cent des cals ont forme des racines 
sur milieu d'organogenese. Les auxines les plus efficaces 
pour la callogenese sont Ie picloram, Ie 2,4D et l' 2,4,5T. 
II ne semble pas y avoir de difference significative entre 
les deux cytokinines. 

Afin de preciser I' action des differentes auxines 
sur la callogenese, nous avons etudie sur D. aZata cv Brazo 
Fuerte une gamme de concentration (de 0 a 9 mg/l) de 2, 4D, 
d'ANA et d' 2,4,5T en association avec 1 mg/l de kinetine 
et 40 mg/l de saccharose. Les resultats (figure 1) montrent 
que Ie meilleur pourcentage de callogenese est obtenu avec 
Ie 2,4D (a partir de 3 mg/l). Nous avons done choisi d'uti
liser cette auxine pour la callogenese et l'entretien des 
cals. 

Choix d'un milieu optimal pour la callogenese 

Nous avons teste differentes concentrations de 2,4D, 
de kinetine et de sucre sur D. aZata cv Brazo Fuerte. Afin 
de preciser les interactions entre les differents facteurs 
de croissance, nous avons analyse ceux-ci selon un plan centre 
compose. Les resultats sont donnes dans les figures 2, 3, 
4, 5. Le milieu optimum pour la callogenese est Ie milieu 
de base additionne de 40 g/l de saccharose, 5 mg/l de 2, 4D 
et 1 mg/l de kinetine. Les doses utilisees pour induire la 
callogenese sur divers organes chez les aut res Dioscoreae 
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Influence de la concentration en 2.4 D et en Kinetine 
sur Ie % de callogenese de petiole P2 de Dioscorea alata. 

Les explants Pl du cultivar Brazo Fuerte de D. alata ant ete places 
sur le milieu MB + sac 30 gil addltionne des diverses comblnalsons 
d'auxlne et de cytokinine mentionnees sur les figures 7 et 9. Les 
pourcentages correspondent a 2 repetltions de 25 explants par 
trai temen t. 
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20 30 40 SO 00 70 80 
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Influence de la concentration en sucre sur Ie de callogenese 
de petiole ?l de Dioscorea alata. 

Des explants Pl du cultlvar 9razo F'uerte de O. alata ont ete places 
le mllieu MB + sac 2,4-0 4 mg/l + kin 1 mg/l + sac (10 - 20 - 30 -
40 SO -- uo gill. L~~ poun::elltd.~p~ lod1.ques sur 1a figure correspondent 
a. la moyennt:! de 2 re\.Jetltlons de -ZS explilIlts par trsltement. 



374 

POURCENTAGE DE CALLOGE:-IESE POURCE:'iTAGE DE CALLOGE:-iESE 
PET/OUFI _ DIOSCOREAALdTA P£TtoU PI - I)/oSCOR£A AL..IT~ 

2.40enmg/l 2.40enmg/l 

[ ----
6,6 --- 6,6 

5,6 
5,6 

IS' '" 50% 70' '" 
~~ 

\ 
971: 1 /--~--""" 

( / 
4,61 '------" ,---------- 4,6 i '-----// I 

\ \\ 
3.6 - I 3,6 I 

i- ------1 : \ \ ...... "'-............ -----~/1 __________ 87 ,---- J' ....... --- /1 
2,6 } __________________________ 70 .-__________ --------1 2'6 1 .".. ________ ---///! 

:: t-: :j ,: -,--' ~'~-"~~~.-.. ~.-.--.-.-.-.-.---:-:-------:~--~] 
0,16 0,36 0,56 

IS' 

0.76 0,96 1,16 1,36 1,56 1,76 13 17 21 2S 29 

32% -----50:1; 
kln.en mg/l 

--- 70 "; -- 87 1; - 97 " 15'; ·····32": 

POURCE:"iTAGE DE CALLOGENESE 

kIn en mg/1 

1,82 ... 

1,51 

PETIOLE PI - OJOSCOREA AUlA 

/ 
! 
! 

1 

1. 32 1
1, 15 r. 32 % 50 % 70 ~ 871. 

I,Gl 
i I 
I I 

0,66 j I 
I 

I 
0,41 1 

i 

\ 
\ 

" J,16 
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15 ~ 32 % ----. 50'!: --- 70 % 

(\ 
I \ 

'" I ! 

41 45 
saccharoseeng 

87%-97% 

5C": 
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70;";--87% -97% 

FIGURE 5 Influence du 2, 4-D, de 1a kine tine et du saccharose sur 
le pourcentage de callogenese de petiole Pl de Dioscorea 
alata cv Brazo Fuerte. 
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sont de 1 a 6 mg/l de 2,4D, 0 a 0,5 mg/l de kinetine et 30 
g/l de saccharose (AMMIRATO, 1984 GREWAL et ATAL, 1976 
CHATURVEDl, 1976 ••• ). La presence de kinetine dans notre 
milieu permet d'eviter l'apparition de racines sur Ie cal. 

Choix d'un milieu optimal pour la croissance des cals 

Nous avons utilise pour cette experience des 
petioles de D. aZata cv Brazo Fuerte ayant subi une phase de 
callogenese de 30 j ours sur MB + 40 g/l de saccharose + 5 
mg/l de 2,4D + 1 mg/l de kinetine. Les explants ant ete 
transferes sur differents milieux d' entretien et nous avons 
me sure l'augmentation relative de poids frais 

( P = poids final - poids initial) apres 30 jours. 
P- poids initial 

Nous avons teste l'influence de la concentration 
en 2,4D (de 0,5 a 5 mg/l) sur MB + sacch. 30 g/l + kin 0,5 
mg/l (figure 5) et l'influence de la concentration en sac
charose (de 10 a 50 g/l) sur MB + 2,4D 2 mg/l + Kin 0,5 mg/l 
(figure 7). Nous avons choisi comme milieu d 'entretien MB + 
2,4D 2 mg/l + kin 0,5 mg/l + sacch. 30 gil. 

Organogenese ! partir de cals inities et entretenus sur milieu 
riche en auxine forte 

Nous avons recherche des milieux permettant 
l'organogenese des cals de petioles Pl qui avaient ete inities 
sur milieu optimum de callogenese (2,4D 5mg/l) puis entretenus 
pendant 30 jours sur milieu d'entretien (2,4D 2 mg/l). 

Diverses auxines en association avec la BAP et 30 
g/l de saccharose ant ete testees sur D. aZata cv Brazo Fuerte 
et D. trifida cvs Moengo V et lNRA 5.20 (Tableau 3, 4 et 5). 
N ous n' avons pas obtenu de neoformation de tige sur D. trifida. 
Chez D. aZata des tiges se developpent 2 a 12 mois apres 
passage sur milieu de differenciation. Toutes les auxines 
testees ainsi que les temoins sans auxines sont susceptibles 
d'assurer un faible pourcentage de neoformation chez D. aZata. 

Afin de determiner les niveaux optimaux d'auxine 
et de cytokinine dans Ie milieu d' organogenese, nous avons 
teste diverses concentrations d' AlB (de 0 a 2 mg/l) et de 
BAP (de 0 a 8 mg/l) sur des cals de petiole Pl cv Brazo 
Fuerte. Gomme Ie pourcentage de neoformation restait faible, 
nous avons utilise egalement des cals de noeud apres deux 
repiquages sur milieu d'entretien. Les resultats des tableaux 
6 et 7 mont rent que Ie milieu MB + AlB 0,5 mg/l + sacch. 30 
g/l donne un bon pourcentage d'organogenese. 
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augmentation relative du poidsfrais apres 28 jours 

6P en % 

P 

2 3 4 5 2,4 0 en mg/l 

Fi gure 6 Influence de la teneur en 2,4 0 sur la croissance ponderale 

des cals de petiole Pl de Dioscorea alata. 

Des explants PI du cultivar Brazo Fuerte avant subi une phase de callogenese de 30 jours sur Ie 
mili't!u Me ont He transfedis sur Ie milieu 1018 + kin 0,5 + sac 30 gil + 2,4-0 (1 a 5 mg/l) du 
paids de matiere fraiche. 30 explants par traitement ont ete 5uivis. 

augmentation relative du poids frais apres 28 jours 

flP en % 

P 

300 

200 

100 

10 20 30 40 50 saccharose en mg/l 

Fi gure 7 Influence de la teneur en saccharose sur la croissance ponderale 

des cals de petiole Pl de Dioscorea alata. 

Des explants Pt du cultivar Braza Fuerte avant subi une phase de callogenese de 30 jours sur Ie 
milieu).1C ont ete transfeds SiJr Ie '1Iilieu ~B + 2,':'-02 Mg/l ... kin 0,5 mg!1 ... sac (10 a 50 ~g/l) 

et nous avons mesure l'augmentation du paids de matiere fraiche. 30 explants par traitement ont 

ete sui vi s. 
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Influence de diverses auxines sur le % de neoformation a partir 
de cals de petiole Pl de D. alata cv Brazo Fuerte et D. trifida cvs 
Moengo V et INRA 5.20 (% de cals ayant donne au moins une tige apres 
5 mois) 

AlA 0,5 AlB 0,5 NOA 0,5 ANA 0,5 KIN 1 
(mg/l) ~ BAP 2 BAP 2 BAP 2 BAP 2 BAP BAP 2 ME 

cultivar 

D. trifida 
cv Moengo V 0 0 0 0 0 0 0 

--------------------- ---------- --------- ---------
D. trifida 
cv INRA 5.20 0 0 0 0 0 0 0 

--------------------- ---------- --------- --------- ---------
D. alata 
cv BrazQ * 4% 8% 4% 2% 4'0 2% 
Fuerte 

* 1 cal de deuxieme generation qui, transplante sur AlB O,S BAP 2, a donne plusieurs 
tiges 12 mois apres la mise sur milieu de neoformalioDe 

Tableau IV 

~ BAP 
(mg/l) 

0,5 

---------------

Tableau V 

Influence de diverses auxines sur le % de neoformation a partir de cals 
de petiole Pl de D. alata cv Brazo Fuerte (observation apres 5 mois). 

ANA (mg/l) NOA (mg/l) AlB (mg/l) 

0,1 0,5 0,1 0,5 0,1 0,5 1,0 

0 8% 0 2% 2% 6% 8% 

--------- ---------- ---------- ----------
0 4% 0 0 0 4% 

Influence de diverses auxines sur le % de neoformation a partir 

de cals de petiole Pl de D. alata cv Florido (observation apres 

3 mois). 

4% 

~ ANA 0,5 AlB 0,5 NOA 0,5 ME 

BAP (mg/l) 

0 24% 18% 4% 10% 

o o o o 



Tableau VI 

~ BAP (mg/l) 

0 

Tableau VII 

~
ormone 

(mg/l) 

explant 

cal de noeud 

378 

Influence de la concentration en AlB sur Ie % de neofor

mation a partir de petiole Pl de D. alata cv Brazo Fuerte 

(observation apres 5 mois). 

0,0 D,S 1,0 1,5 2,0 

8% 16% 4% 0 0 

4% 2% 2% o o 

Influence de la concentration en 6 BAP sur le % de 

neoformation a partir de petiole Pl et de noeud N2 de 

D. alata cv Brazo Fuerte (observation apres 5 mois) 

AIB D,S 

BAP 0 BAP D,S BAP 1 BAP 2 BAP 4 BAP 8 

20% 12% 12% 26% 6% 6%* 

8% 4% 2% 4% o o 

* les tiges qui se developpent meurent apres 1 mois. 
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Nous avons fait egalement une etude sur l'influence 
de la forme et de la quantite d' azote sur le pourcentage de 
neoformation chez D. alata cv Brazo Fuerte. L'apport d'azote 
sous forme reduite ou organique est generalement necessaire 
pour obtenir de l'embryogenese somatique (AMMIRATO, 1982 
SINGH, 1978). Nous avons modifie le milieu de base de fa\;on 
a tester differents rapports N reduit/N oxyde (de 0,5 a 1,4). 
Nous n' avons pas obtenu d' embryogenese somatique mais nous 
avons observe une influence significative de la quantite et 
de la qualite d'azote sur le pourcentage de neorformation 
(Tableau 8). 

Le rapport N reduit 
N oxyde 

1 donne de tres bons resultats. 

La faible teneur en azote totale de ce milieu en 
est peut-etre la cause. 

La reaction des cals de D. alata cv Brazo Fuerte sur 
les differents milieux qui ont donne des neoformations a ete a 
peu pres uniforme. Le cal anthocyane forme sur milieu riche 
en auxine noircit et se necrose et un deuxieme cal non 
anthocyane a croissance lente se developpe apres 2 a 3 mois. 
Certains de ces cals donnent des tiges. Nous avons donc 
cherche a obtenir directement a partir de l' explant initial 
ce type de cal a croissance lente. 

Organogenese a partir de cals inities sur un milieu faible 
en auxine 

Nous avons mis des petioles PI de D. alata cv Brazo 
Fuerte sur le milieu de base additionne de 1 mg/l d' ANA ou 
0,01 mg/l de 2,4D ou sans auxine, de diverses concentrations 
de kinetine ou de 6 BAP (de 0 a 10 mg/l) et de 30 g/l de 
saccharose. Les explants developpent sur certains milieux 
un cal au niveau de la blessure du petiole et du depart des 
nervures. Ces cals produisent ensui te des racines. Apres 2 
mois, des tiges commencent a apparaitre au niveau du depart 
des nervures et du cal cicatriciel. Les resultats (Tableau 
9) montrent que, chez la variete etudiee, des doses elevees 
de cytokinine inhibent totalement la callogenese et l' orga
nogenese de tige et de racine. Vne certaine dose d' auxine 
est necessaire pour induire la callogenese et l'organogenese : 
les explants cultives sur les temoins sans auxine ou en 
presence d'une dose trop faible d'auxine (2,4D 0,01 mg/l) 
n'ont pas develope de cal ni de neoformation. 

Le pourcentage obtenu sur les explants inities avec 
une auxine faible est superieur a celui obtenu en presence. 



Tableau VIII Influence de la forme et de la quantite totale d' azote sur Ie % de neoformation 
chez O. alata cv Brazo Fuerte (% de cal ayant donne au moins une tige apres 6 mois). 

MS modifie a MS modifie a 500 mg/l 
Milieu utilise MS normal MS normal + 

Glutamine 500mg/l MS modifie 
SOO mg/l d' azote d' azote + Glutamine 500 mg/l 

NH4 20 mM 

N03 38 mM 

Norganique = 7 mM 

rapport molaire : 

NH4 

N03 

20 mM 

38 mM 

NH4 25 mM 

N03 38 mM 

NH4 

N03 

18 mM 

18 mM 

NH4 

N03 

18 mM 

18 mM 

Norganique = 7mM 

Nreduit/Noxyde 0,5 0,7 0,7 1,0 1,4 

azote total 58 mM 65 mM 60 mM 36 mM 43 mM 

% de neoformation 4% 2% 4% 34% 4% 

Tableau IX Influence de la kinetine et de la 6 benzylaminopurine sur la neoformation de tiges sur 
les petioles PI de O. alata cv Brazo Fuerte (% d' explants ayant donne au moins une tige 
ou une racine apres 135 jours). 

~
ytokinine 
(mg/ll 

auxine (mg/ll 

ANA 1 cal 
racine ________________ t!g~ ______ _ 

2,40 0,01 cal 
racine ________________ t!g~ ______ _ 

temoins 
sans auxine 

cal 
racine 
tige 

kin 0 

68 % 
40 % ______ !!L:!! ____ 
0 
0 

------_Q_-----
0 
0 
0 

Kine-tine 

kin 0,1 kin 1,0 

76 % 0* 
44 % 0 

____ 1!LL _ ---_Q_-------
0 0* 
0 0 

----_Q_---- ---_Q_-------
0 0 
0 0 
0 0 

6 Benzyl aminopurine 

kin 10,0 BAP 0 BAP 0,1 BAP 1,0 

0* 70 % 64 % 0* 
0 44 % 36 % 0 

---_Q_------- ----~Q_:!!--- ____ 12_;;; ___ - --_Q_------
0* 0 0* 
0 0 0 

---_Q_------- ----------- ---_Q_------ --_Q_------
0* 0 0 
0 0 0 
0 0 0 

* Un cal tres petit de type mycelien se developpe sur les blesseures de certains explants. 
Ce cal n I evolue pas .. 

BAP 10,0 

0* 
0 

-----Q_------
0* 
0 

-----Q_------
0* 
0 
0 
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DISCUSSION 

La callogenese et la culture de cal ont ete 
largement etudiees chez les especes de Dioscorea a diosgenine : 
D. deZtoidea (ABROSHNIKOVA et al., 1971 ; CHATURVEDI et SRIVAS
TAVA, 1976 CHATURVEDI et CHOWDHURY, 1980 KAUL et STABA, 
1968 ; TAL et GOLDBERG, 1982), D. floribunda (AMINUDDIN et 
CHOWDHURY, 1983), D. composita (DATTA, 1981), D. zingiberensis 
(anonyme chinois, 1978). Divers types de neoformations ont 
ete obtenues dans Ie genre Dioscorea 

- Embryogenese somatique a partir de cals d'embryon 
sur D. floribunda (AMMIRATO, 1984) et de tubercules sur D. deltoi
dea (S IN G H , 1 9 78 ) . 

Neoformations de tiges a partir de cals de 
seedling sur D. deltoidea (GREWAL et ATAL, 1975 et MASCARENHAS 
et al., 1976) et de cals de noeuds sur D. macrostachya (MAPES 
et URATA, 1970) et sur D. composita (DATTA, 1981). 

Organogenese rapide sur fragments de tubercules 
ou de bulbilles ayant subi une phase de callogenese chez D. 
a lata, D. rotundata et D. esculenta (KOUASSI et al., 1984 ; ASSOKAN 
et al., 1983). 

Organogenese directe sans passage par cal sur 
feuille dressee de D. floribunda (SINHA et CHATURVEDI, 1979). 

Aucune publication n'a, a notre connaissance, fait 
etat de variations somaclonales obtenues sur Dioscoreae, meme 
si des etudes dans ce sens ont ete entreprises (MASCARENHAS 
et al., 1976 DATTA, 1981 ARSENE, 1979). Une etude a ete 
faite sur la mutagenese de cellules en suspension de D. deltoi
dea (KARANOVA et al., 1979) mais les souches cellulaires 
etudiees n'ont pas ete placees sur milieu organogene. 

Notre but etant l'obtention de variations soma-
clonales 

- Nous avons choisi un explant depourvu de meristeme: 
en effet, lorsque l'explant initial contient un meristeme, 

les plantules neoformees peuvent provenir de la de-repression 
du meristeme contenu dans l'explant initial qui a prolifere 
au cours des repiquages successifs, et les mecanismes empe
chant I' instabilite genetique etant particulierement develop
pes au niveau du meristeme, la variabilite induite est faible. 
Au contraire, un explant sans meristeme isole de la plante 
mere echappe aux mecanismes correcteurs de la variabilite 
et il pourra y avoir neoformation de plantes "variantes" par 
rapport a la plante mere. 

presente 
proches 
possible 

- Nous avons 
l'interet de 

de callogenese 
si on utilise 

choisi un fragment de vitroplant qui 
pouvoir faire des cycles assez rap
et d' organogenese, ce qui n' est pas 
des organes tels que Ie tubercule ou 
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Ie seedling. La variation induite est beaucoup plus importante 
apres plusieurs cycles de callogenese qu'apres un seul 
(ROSSIGNOL, 1984). 

Les neoformations de cet explant apparaissent 
lentement entre 2 et 12 mois apres la mise sur milieu 
organogene. Ceci est contraire aux resultats qui ont ete 
publies sur Dioscoreae ou les neoformations (embryogenese 
somatique ou organogenese) apparaissent beaucoup plus 
rapidement de 15 jours a 2 mois apres transfert sur milieu 
organogene. Nous avons egalement obtenu une organogenese 
rapide (entre 3 et 8 semaines) a partir de cal d'explants 
contenant un meristeme. La lenteur d'apparition des neo
formations a partir de cals de petioles P1 est favorable a 
l'obtention de variants. 

Les plantules neoformees ont ete mises en collection 
in vitro. Elles presentent des differences de taille, de 
pigmentation et de vigueur. Nous les conservons en observation 
pour verifier si ces differences subsistent apres quelques 
cycles de microbouturage. 

Les ignames etant polyploides allo et autopoly-
ploide avec 2n = 2 a lOx chez D. alata et 2n 8x 80 chez 
D. t1'ifida (ESSAD, 1984), chaque cultivar possede une grande 
heterogeneite genetique qui pourrait etre revelee par des 
cycles de callogenese et d'organogenese. Cependant, une partie 
des mutations induites ne se manifesteront pas car les alleles 
des chromosomes redondants risquent de masquer la variation. 

CONCLUSION 

L'obtention de neoformations a partir de cal de 
Dioscorea est d'un grand interet pour l'amelioration genetique 
des ignames 

par la possibilite d 'utilisation des variants : 
des etudes precises sur la physiologie des caracteres que 
I' on cherche a ameliorer seraient cependant necessaires pour 
orienter les variations eventuelles ou en tirer partie 

par la possibilite d'utilisation dans l'etude 
des protoplastes la fusion des protoplastes offre une solu
tion tres seduisante aux problemes de reproduction sexuee 
des Dioscoreae mais I' emploi de cette methode se heurte aux 
difficultes de regenerer des plantes a partir des prttopla&Es. 
L'utilisation de cals susceptibles de regenerer comme materiel 
de base pour la formation des protoplastes sera it peut-etre 
un moyen de surmonter cette barriere. 
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