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Résumé — Les ignames cultivées sont naturellement tributaires
d'une conservation & court terme. Leur mode de propagation
par multiplication végétative favorise 'accumulation des virus
et la dispersion de pathog&nes. Les risques d’érosion génétique
sont importants et nécessitent de trouver des modes de conser-
vation efficaces. Dans le cadre de la conservation des res-
sources génétiques des ignames, plusieurs aspects peuvent étre
envisagés. La conservation aux champs est la méthode la plus
courante. Elle permet une application la plus large a toutes les
esp&ces, mais est pénalisée par son colit d’entretien élevé et les
risques d’érosion génétique d’ordre climatique ou d’ordre
pathologique. La conservation sous la forme de banques de
graines est envisagée, les graines d’igname étant considérées
comme non récalcitrantes. Les techniques de culture in vitro,
croissance ralentie et cryoconservation, permettent d'éviter les
contraintes de la conservation aux champs. L'utilisation d’un
procédé simple de cryo-conservation (encapsulation-déshydra-
tation), appliqué actuellement a un nombre réduit de géno-
types d’igname, a permis d’obtenir de bons résultats. 1l faut
attendre son application a un nombre plus important de géno-
types, plus représentatifs de la diversité, pour assurer une utili-
sation en routine. Les échanges de germoplasme ne pourront
se faire qu’a partir de matériel végétal sain. Pour cela, il est
nécessaire de détecter la présence de pathogenes, et de les éra-
diquer. Les problémes majeurs proviennent de la présence de
plusieurs virus dont la caractérisation a largement progressé
ces dernigres années. Une sanitation des plantes infectées est
maintenant envisageable.

Abstract — Conservation and distribution of yam (Dioscorea
spp.) germplasm. Cultivated yams have a short storage life,
their vegetative propagation allows viruses to accumulate and
pathogens to spread. Risks of genetic erosion are high and effi-
cient conservation methods must be found. Several aspects
must be examined in the field of genetic resource protection.

Field conservation is the most popular method. It can cover all
species, but is handicapped by the strong constraints of costs
and risks of erosion stemming from climatic conditions or
pathologies. Seed banks are currently under study, yam
seeds being orthodox. In vitro culture techniques, slowed
growth and cryoconservation, are not submitted to the same
constrainsts as field conservation. Interesting results have been
obtained by using a simple process of cryo-conservation
(encapsulation/dehydration), now applied to several genotypes.
Once it becomes available for use with a large number of
genotypes, it will be applied routinely. Germplasm exchanges
will only be possible if the plant material is healthy, i.e. devoid
of pathogens. Major problems are caused by the presence of
viruses, which have been widely characterized over the past
few years. Sanitation of infested plants can now be undertaken.

Introduction

Les ignames appartiennent au genre Dioscorea
qui comprend plus de 600 espéces (COURSEY, 1967)
réparties dans les régions tempérées et pour la plupart
d’entre elles dans la zone intertropicale humide.

Les ignames, réparties en ignames alimentaires et
ignames médicinales, revétent un intérét économique
considérable pour ’homme.

Les tubercules des ignames alimentaires sont la nour-
riture par excellence de millions de personnes vivant
dans la zone intertropicale, ou ils représentent 12 %
de leur alimentation de base (COURSEY et
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MARTIN,1972), et pourvoient & un apport protéique
2 a 3 fois supérieur a celui du manioc ou de la patate
douce (BOURRET-CORTADELLAS,1973). L'Afrique
de I’Ouest procure plus de 90 % de la production
mondiale en ignames, ol le Nigeria détient les 3/4 de
cette production (AKORODA, 1993). L'igname,
en plus de ses fonctions alimentaires, posseéde
des valeurs socio-culturelles importantes, en Afrique
de I'Ouest et en Mélanésie ol I'on parle de zones
de « civilisation de l'igname » (MIEGE, 1954 ;
HAUDRICOURT, 1964, cité par BOURRET-CORTA-
DELLAS, 1973).

On estime que 40 a 50 espéces sont cultivées ou font
I'objet de cueillette (MARTIN et DEGRAS, 1978). En
Afrique occidentale et centrale, les cing espéces et/ou
complexes d’espéces cultivées sont : D. alata L.,
complexe D. cayenensis Lamk.-D. rotundata Poir., D.
esculenta (Lour.) Burk., D. dumetorum (Kunth) Pax.,
D. bulbifera L. (tableau I). Les trés nombreux cuitivars
de D alata et de D. cayenensis-D. rotundata domi-
nent la culture. Quelques Dioscorea sauvages sont
occasionnellement consommées (MIEGE, 1952 ;
ONWUEME, 1978 ; HLADIK et al., 1984 ; DEGRAS,
1986).

Tableau 1. Principales espéces d’ignames comestibles.

Une cinquantaine d’espéces sauvages d’ignames
ont un intérét pharmaceutique ; elles ont été explo-
rées et exploitées en tant que source de sapogénines
naturelles et notamment de diosgénine (tableau II).
Les principales espéces a forte teneur en sapogénine
sont américaines avec D. composita Hemsl., D. spi-
culiffora Hemsl., D. floribunda Mart. et Gal.,
D. mexicana Guillem., D. friedrichsthalii Knuth et D.
villosa L., ou asiatiques avec D. prazerei Prain et
Burk., D. deltoidea Wall., D. hispida Dennst., D. nip-
ponica Makino, D. tokoro Makino et D. zingibe-
rensis, ou encore africaines avec D. sylvatica (revues
dans WAITT, 1963 ; COURSEY, 1967 ; DEGRAS,
1986 ; FURMANOWA et GUZEWSKA, 1989).

Prospection et collecte

Une partie de ces espéces citées plus haut a déja
été collectée (HLADIK et al, 1984 ; ZOUND]JI-
HEKPON et TIO-TOURE, 1992 ; PEDRALLI, 1994 ;
HAMON et al., 1995, MIGNOUNA et al., 1997).
Ces espéces sont entretenues et utilisées dans

Espaces” Zone d'origine

Zone de culture

Section Enantiophyllum

D. alata L.

complexe® D. cayenensis Lamk.
D. rotundata Poir.

D. nummularia Lamk.
complexe® D. opposita Thunb.
D. japonica Thunb.

Asie du Sud-Est

Afrique de I'Ouest
Indonésie, Océanie

Taiwan, Japon

D. transversa Br. Pacifique Sud

Section Lasiophyton
D. dumetorum (Kunth) Pax.
D. hispida Dennst.

Afrique de I'Ouest
Inde, Chine du Sud,
Nouvelle-Guinée

D. pentaphylla L. Himalaya et Océanie

Section Combilium

D. esculenta (Lour.) Burk. Asie du Sud-Est

Section Opsophyton
D. bulbifera L.

Section Macrogynodium
D. trifida L.

Asie du Sud-Est et Afrique

Guyane, bassin amazonien

intertropicale humide

Afrique de I'Ouest et Caraibes
Indonésie, Océanie et Micronésie

zones tempérées de : Chine, Corée, zones tempérées de : Chine, Corée,

Taiwan, Japon

Pacifique Sud

Afrique de I'Ouest

inde, Chine du Sud, Nouvelle-Guinée
Himalaya et Océanie

zone inter-tropicale humide

intertropicale humide

Caraibes

Sources : COURSEY, 1967 ; BOURRET-CORTADELLAS, 1973 ; ONWUEME, 1978 ; AMMIRATO, 1984 ; DEGRAS, 1986 ;

MALAURIE et TROUSLOT, 1995.

(1). Les espéces ont été regroupées en section par KNUTH (1924), complété par BURKILL (1960).
(2). Le regroupement des espéces D. cayenensis et D. rotundata en un complexe a été proposé par AYENSU et COURSEY

(1972) ; MARTIN et RHODES (1978), MIEGE (1982).

(3). Le regroupement des espéces D. opposita et D. japonica en un complexe a été proposé par TANAKA (1977).
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Tableau Il. Principales ignames médicinales présentant de la diosgénine.

Especes Production de diosgénine Production in vitro Habitat
3 partir de plantes in vivo de diosgénine & partir
de culture suspension
de cals cellulaire
D. balcanica Kosanin + ex-Yougoslavie
D. belizenzis tubercules Honduras
D. bulbifera L. tubercules Asie tropicale
D. burkilliana ). Miége tubercules Afrique tropicale
D. caucasica Lipsky + Caucase
D. composita Hemsl. tubercules + + Mexique
D. deltoidea Wall. tubercules, plante entiere + + Himalaya de I’Quest,
Inde
D. floribunda Mart. et Gal. tubercules + + Mexique
D. hirtiflora Benth. tubercules Afrique tropicale
D. hispida Dennst. Philippines
D. japonica Thunb. + Japon
D. lobata tubercules Mexique
D. mexicana Guillem. tubercules Mexique
D. minutiflora Engl. tubercules Afrigue tropicale
D. multiflora Argentine
D. nipponica Makino + Japon
D. polystachia L. +
D. praehensilis Benth. tubercules Afrique tropicale
D. prazeri Prain & Burk. Inde, Birmanie
D. preussii Pax. tubercules Afrique tropicale
D. sansibarensis Pax. tubercules + Afrique tropicale
D. spiculiflora Hemsl. tubercules + Mexique
D. sylvatica tubercules Afrique du Sud
D. tepinapensis tubercules Mexique
D. testudinaria tubercules Mexique
D. togoensis Knuth tubercules Afrique tropicale
D. tokoro Makino tubercules + Japon
D. villosa L. + +
D. zingiberensis rhizomes + Chine

Source : FURMANOWA et GUZEWSKA, 1989.

des programmes d’amélioration des plantes. Cepen-
dant de nombreux cultivars et espéces restent a
collecter. Les différents pays possédant et entretenant
des collections d’ignames au champ, ou in vitro,
sont présentés dans le tableau llla (IBPGR, 1986 ;
FAO, 1996), le tableau lllb présente les six
pays possédant les plus importantes collections
ex situ d’igname, en pourcentage par rapport au
nombre total d’accessions d’igname dans le monde
(FAO, 1996). Une représentation des espéces et du
nombre d’accessions total par pays, au champ et
in vitro quand cela se présente, est donnée par
les figures 1, 2, 3, et 4 respectivement pour les
zones africaine, Inde-Asie-Pacifique, Amérique, et
Europe (HANSON, 1986 ; IBPGR, 1986 ; MALAURIE
et al., 1993 ; FRISON et SERWINSKI, 1995 ; anon.,
1996).

Conservation des ressources
génétiques des plantes

Conservation en collection au champ

La création de collections au champ reste toujours un
bon moyen de conservation de la plante dans son
milieu naturel, et permet de préserver sa diversité
génétique. C’est la méthode traditionnelle, elle
repose sur sa large application a toutes les espéces.
Cette méthode comporte cependant des inconvé-
nients, qui sont accrus pour les plantes a multiplica-
tion végétative, comme l'est I’'igname : les plantes
sont a la merci des ravageurs et des maladies, sou-
mises a des contraintes climatiques et relévent d’un
colit élevé d’entretien (HANSON, 1986 ; MALAURIE
et al., 1993).
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Tableau 111 a. Pays™" et zones géographiques od ont été répertoriées des collections d’igname.

Europe Antilles Amérique Pacifique Asie Afrique
France'? Barbades *  Brésil® lles Caok Bengladesh Bénin
Royaume Uni® Cuba Colombie Fidji Inde Burkina Faso
Guadeloupe® Costa Rica New lIslands Indonésie Cameroun
Jamaique Guatemala Nouvelle-Calédonie?  Japon® Céte d’lvoire®?
Saint- Mexique Papouasie Malaisie Ghana
Domingue Nouvelle-Guinée
Trinidad
et Tobago Panama lles Salomon Nepal Nigeria?
Etats-Unis Tonga Philippines Afrique du Sud
Vanuatu Sri Lanka Togo
Western Samoa®? Thailande Ouganda
Viet Nam
2 6 7 9 10 9

{Sources : IBPGR, 1986 ; FAO, 1996)
* maintenance in vitro dans un but de facilité de production.

(1). Cette liste de pays nest pas exhaustive et tient compte des sources en notre possession.
(2). Pays possédant des collections in vitro (selon les sources en notre possession).

Tableau Il b. Les six plus grands dépositaires possédant des collections ex situ du genre Dioscorea (pays, Cgiar, collections

régionales).

Pays, Cgiar, collections régionales

Pourcentage du total d’accessions

lita 25 (200
Cote d’Ivoire 20
Inde 8
Philippines 6
Sri Lanka 4
Iles Salomon 4
Nombre total d’accessions au niveau mondial 11 500

" Correspond au pourcentage d’accessions dupliquées entre les différents centres du Cgiar.
Source : WIEWS database et SGRP Review of Genebank Operations, 1996 In FAO, 1996.

Un autre type de conservation (conservation in situ)
pourrait étre développé : 1) dans des conditions de
culture paysanne ; 2) dans des zones protégées (type
parc national) (ZOUNDJIHEKPON, 1997).

Stockage des graines « orthodoxes »

Pour la constitution de collections de graines, il faut
distinguer, pour les ignames, les formes cultivées des
formes spontanées.

Pour les formes cultivées, bien que la présence de
graines ait été signalée chez les principales espéces
(D. alata, D. bulbifera, complexe D. cayenensis-
D. rotundata, D. dumetorum, D. opposita, D. trifida),
la constitution de collections de graines est fortement

limitée chez I'igname (HANSON, 1986) par la faible
production, par la nécessité d’'une pollinisation artifi-
cielle si I'on veut obtenir de bons taux (AKORODA,
1993) et par un faible taux de germination, bien que
les graines soient de type orthodoxe (ou non récalci-
trantes), aprés I'entreposage au froid (8 mois de stoc-
kage au froid combiné a une dessiccation) observé
sur D. rotundata ; ce méme phénoméne d’abaisse-
ment du taux de germination a été observé apres des-
siccation en présence de silica gel a 25 °C (SADIK,
1977). Dans un manuel sur la technologie des
semences pour la conservation des ressources
génétiques, ELLIS et al. (1985) font un état de la
dormance chez certaines espéces du genre Dioscorea
de la zone intertropicale humide ou appartenant aux
zones tempérées (D. bulbifera D. japonica, D. caye-
nensis, D. composita, D. deltoidea, D. floribunda,
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Cote

d'lvoire Burkina
(2277, Faso
270% (260)
D. abyssinica* D. alata
D. ajata* D.
D. bulbifera® caysnensis
Caomplexs D. Dioscores
cayenensis-D. spp.
rolundets®
D. dumetorum*
D. esculenta®
D. hirtiflors
D,
mangenctsna*
D. minutiflora Ghana
D.
prashensilis® (170)
D. preussil D. aists
D, togoensis D. bulbifera
Dioscarea spp. D. cayensnsis
Hybrides D. dumetorum
Intersp. D, esculents
D, preshensilis
D, rotundata

Togo

Bénin

(53)
D. aiatas (1440)
D. bulbifers D. abyssinica
Camplexe D. D. elate
caysnensis-D, Complexe D,
rofundats ceyenensis-D.
D. dumatorum rofundsta
D. preahsnsilis
D. segttifolls

Ouganda
(%)

@)

D. spiculifiora

Nigéria
(2800,

1700%)
D. alats
D. butbifers
D, dumetorum
D. esculenta
D, rotundate
Dioscoree spp.

(sources: Hanson 1968 ; IBPGR 1968 ; Malaurie et al. 1993 ;
Frison & Seiwinsid (eds.) 1995 ; FAO 1996 ; Ng 1868, com. pers. )

Figure 1. Pays d’Afrique concernés par les collections d’ignames (espéces représentées et nombre total d’accessions

au champ et in vitro¥).

D. hirtiflora, D. japonica, D. nipponica, D. odoratis-
sima, D. opposita, D. praehensilis, D. preussii, D.
quinqueloba, D. rotundata, D. septemioba, D.
tenuipes, D. tokoro, D. villosa). |Is signalent les traite-
ments ayant été utilisés pour leur levée de dormance.
La durée de la dormance varie selon I'espéce et selon
la zone d’origine de I'espéce. Pour les espéces ouest-
africaines, la dormance peut durer entre 3 et 5 mois
aprés leur maturation, et au moins 6 mois pour les
ignames japonaises. Les traitements agissant sur la
levée de dormance des graines sont essentiel-lement
des traitements thermiques de durée variable (0 a 5
°C, puis températures supérieures, associées ou non a
des séjours a I'obscurité, pour les ignames de climat
tempéré ; 25 a 45 °C, associé ou non a un éclairage,
pour les ignames de climat tropical).

Pour les formes spontanées, la constitution de collec-
tions de graines peut étre une bonne méthode de
conservation si on en connait la durée de conserva-
tion et si on maitrise les problémes de dormance. Peu

d’informations sont encore disponibles sur la conser-
vation des graines des différentes espéces de
Dioscorea. Cependant, le fait que les graines soient
de type orthodoxe pouvant supporter la dessiccation,
pourrait faire espérer qu’elles survivent dans des
banques de semences a des basses températures pour
de longues périodes (HANSON, 1986). STANWOOD
et BASS (1981), dans leur article sur la « conservation
des ressources génétiques sous la forme de semences
a l'aide de I’azote liquide » montrent qu’il est déja
possible d'appliquer ces techniques avec succeés sur
120 espéces et d’entrevoir des applications a
I'igname. Cependant, le transfert de technologie des
techniques de cryoconservation peut, pour certains
partenaires du Sud, présenter certaines difficultés.
Celles-ci peuvent étre contournées par ['utilisation
de technique de stockage des graines dans des
conditions extrémes de dessiccation (HONG et
ELLIS, 1996).

L’'igname, plante séculaire et culture d'avenir

139




India
(954)
D. slsts
D. asculonta
D. elephantipes
D, rolundats

Bangladesh
(7)
D. alats
D, bubbitfars
D. escuianta

Malalsle
(234)
D, alsta
D. buibifers
D.
asculsnts
D. Wspide

D.
pentaphyfie
D. spp.

Thatdande
(49)
D. elats, D.

D. dumetorum

{sources: Hanson 1966 ; IBPGR 1066 ; Malaurie et al, 1983 ; Frison & Serwineld (eds.) 1985 ; Anonyme 1998 ; FAO 1696).

Philippines

(745)
D. alats, D, buibifers, D, escuients, D,
picia, D. pentaghya, D, rotuncate

lies Sslomon

Vanuaty

{418)
Dioscores
0P,

ouvelle Cakédonle

(154, 85°)
D. alats’, D. bubbkfers
Compiexe D.

rofundais®
D. dumetorum, D. sacufenta
D, pentsphyfls, D. ranaverss
D. trifide

Pspussie-Nouvelle
Guinée
(407)
D. slats, D. bubifers
D. ssculents, D. nummideria
D. pentaphylis, D, SPp.

Figure 2. Pays des zones indiennes, asiatique et pacifique concernés par des collections d’ignames
(espéces représentées et nombre total d’accessions au champ et in vitro*).

Malgré I'obtention de graines de génotypes générale-
ment hétérozygotes, avec le risque de ne pas
représenter les génotypes originaux (HANSON,
1986), et la nécessité d'attendre 2 a 3 années pour
passer de la graine a un tubercule capable d’exprimer
tout son potentiel de croissance (ou de rendement)
dans un environnement donné (TROUSLOT, 1985 ;
TROUSLOT et al., 1993), la « banque de graines »
devrait étre une méthode complémentaire a la
conservation in vitro pour les stockages de longue
durée. Si la conservation de graines doit permettre
de maintenir une large variabilité pour des utilisations
futures, la conservation in vitro a moyen terme
(croissance ralentie) ou a long terme (cryo-conserva-
tion) devrait permettre de conserver des génotypes
spécifiques en toute sécurité (HANSON, 1986).

Conservation in vitro

Le développement des techniques de culture in vitro
et la capacité a régénérer des plantes ont fait de la
conservation in vitro une alternative au maintien des
collections au champ (NG, 1991).

La culture in vitro a été ces derniéres années étendue
a plus de 1 000 espéces, incluant plusieurs espéces
tropicales. Du fait de ses multiples avantages (taux de
multiplication élevés, condition aseptique —

indemne de champignons, bactéries, virus, aprés
thermothérapie et indexation, et ravageurs — encom-
brement et colt d’entretien restreints, érosion géné-
tique limitée dans les conditions optimales de cul-
ture), son utilisation est d’un grand intérét pour la
conservation des collections, leur stockage, entretien
et multiplication (ENGELMANN, 1991, 1997 ; KUO,
1991 ; MALAURIE et al., 1993 ; ASHMORE, 1997).

Conservation a court et moyen terme

L'application des techniques de culture in vitro a la
conservation et a la distribution d’un germoplasme
dépend de sa capacité a régénérer en plantules a
partir de nceuds munis de bourgeons, cals ou suspen-
sion cellulaire.

MAINTIEN DANS DES CONDITIONS DE CROISSANCE STANDARD

Dans les conditions de culture standard (conditions
ne faisant pas intervenir de facteurs propres a des
conditions de croissance ralentie), les vitroplants peu-
vent étre maintenus sans subculture pendant une
durée plus courte que dans des conditions de culture
ralentie. Cette conservation ne convient que pour un
stockage temporaire des collections et en particulier
pour des transferts et distribution de matériel (NG,
1991).
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Costa Rica
(80)
D. slats, D. bulbifera
D. cayenensis, D, compasits,
D. dumetorum, 0. esculents,
D. pentaphylis, D. trifids,
D. spp.

Jamalca

o

spp.
Guatemala
(17)
D. 300

Panama
(12)
D.spp.

Colomble

9)
D. spp.

Ano 1998, com. pers. ; FAO 199¢ ; Anthony 1897, com. pers. ).

(Sources: Hanson 1988 ; Prizon & Serwinski (sde ) 1995; IBPGR 1938 ; Malsuris st ol. 1993 ;

Trinkdad y
Tobago
(24)
D.sists
D.
cayenens's
D. ascuienta
D. rotundals

* Espbce maintenua aussi in vitro
** Total & conflrmer
*** Total non pricieé

Figure 3. Pays du continent américain concernés par des collections d’ignames (espéces représentées

et nombre total d’accessions au champ et in vitro*).

L'igname est maintenue dans des conditions de crois-
sance standard a travers différentes méthodes :

- micropropagation (microboutures nodales, culture
d’apex, culture d’embryons zygotiques, embryoge-
nése somatique, organogeneése) ;

— tubérisation in vitro ;

— culture de cals, suspensions cellulaires et proto-
plastes.

Le microbouturage nodal permet d’obtenir de forts
taux de multiplication (OOSAWA et al., 1981 ; MIT-
CHELL et al., 1995a,b) et de maintenir sur des
milieux de culture dépourvus de phytohormones des
génotypes conformes aux plants méres (AMMIRATO,
1984). CHANDLER et HAQUE (1984) retracent 2 tra-
vers une revue bibliographique tous les travaux abor-
dant les aspects de la propagation in vitro de
I'igname. Ce méme aspect est abordé par FURMA-
NOWA et GUZEWSKA (1989) pour les espéces pro-
ductrices de diosgénine. La régénération de plantules
enracinées a partir de cals issus d’embryons zygo-
tiques matures a été décrite par VIANA et MANTELL
(1989) sur D. composita et D. cayenensis. ARNOLIN
et al. (1991), obtiennent des plantules de D. alata et
D. cayenensis-D. rotundata par culture d’embryons in
vitro. La culture d’apex est utilisée pour la micropro-
pagation de D. opposita Thunb. (Niwata et al., 1983,
KOBAYASHI, 1991 ; ARAKI et al., 1992). Pour D.
alata cv. oriental, les premiers stades de |’embryoge-
nése somatique ont été observés dans des cultures de
protoplastes et des cultures d’explants (TWYFORD et
MANTELL, 1990). Plus récemment, TWYFORD et

MANTELL (1996) montrent qu’il est possible d’ob-
tenir la formation de plantules par embryogenése
somatique a partir d’agrégats de cellules issus des
régions subcorticales d’explants de racines du cv.
oriental. Selon ces auteurs, la capacité de maitrise du
systéme de régénération, pour D. alata, permet trois
types d’utilisation :

— la recherche des procédés d’embryogenése soma-
tique chez Dioscorea ;

- la production massale d’ignames indemnes de
maladies par I'utilisation des semences artificielles ;
- la transformation génétique par introduction de
génes de résistance aux virus ou aux champignons
selon les approches décrites par TOR et al. (1993),
sur D. alata.

La régénération de plantules a été observée a partir
de culture de cals de D. alata et D. trifida (FAUTRET
et al., 1988), ou a partir de suspension cellulaire de
D. opposita (NAGASAWA et FINER, 1989). Récem-
ment, ARAKI et al. (1992) décrivent une possibilité de
propagation de D. opposita par production massale
de cals, puis néoformations a partir de ces cals.

La tubérisation in vitro peut-étre favorisée par diffé-
rents facteurs en jouant sur le milieu de culture (pré-
sence de régulateurs de croissance, composition
minérale, concentration en saccharose} et sur les
conditions de culture (photopériode, thermopériode).
Une liste non exhaustive de travaux en fonction des
espéces et des sections est dressée :

- D. abyssinica (JEAN et CAPPADOCIA, 1991-1992 ;
LAUZER et al., 1992), D. alata (ESPIAND, 1983 ;
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United Kingdom

France
(540, 293%)
D. abyssinicas®, D. alatae*,
D. balcanicas,
D. bulbifaras*, D. burkilianae*
Complexa D. cayenensis-D. rotundatae”,
D. composia®, D. dumetorume*
D. esculenta*, D. hirtiffora*
D. mangenotianee*, D, minutifioras®, D. nummulariae®,
D. oppositas®, D. praghensilise®,
D. preussiie*, D. schimperangse®,
D. sansibarensise*, D. smilactfolia®®,
D. fogoensiss®, D, fokoros,
D. transversa*, D. trifida®, D, villosas,
Dioscoraa sp.e*, Hybrides Intersp.*

Germany
po

D, bubbifera

D. rotundata
D.

sansibarensis

(Sources: Hanson 1983 ; IBPGR 1988 ; Malaurie et ol. 1993 ; FAO 1996 ;
Frison & Serwinski (sds.) 1995 ; Hiadk et Toatain 1996, com. pers. ;
Boccon-Gibad 1997, com. pers.; Hiadlk 1998, com. pers.;
Malsurie, travaix non publids),

* Espéce maintenue aums! in viro

@ Espbces maintenues en sames (pour certal pices, sont ises, dec
formes sauvages at des formes culiivées)

+*+ Total non préacisé

Figure 4. Pays d’Europe concernés par des collections d’ignames (espéces représentées

et nombre total d’accessions en serres et in vitro*).

LACOINTE et ZINSOU, 1987ab ; DALOUMAN,
- 1989, 1994 ; DALOUMAN et al., 1992, 1993 ; JOHN
et al., 1993, MALAURIE et al., 1993), D. rotundata
(MANTELL et al., 1978 ; NG, 1988) ;

— D. bulbifera (FORSYTH et Van STADEN, 1982-
1984 ; MANTELL et HUGO, 1989, MALAURIE et al.,
1993) ;

— D. floribunda (SENGUPTA et al., 1984), D. opposita
(YAZAWA et ASAHIRA, 1979) ;

— Dioscorea sp. (MALAURIE et al., 1993).

La tubérisation in vitro chez D. esculenta, non
signalée par MALAURIE et al. (1993), a été observée
par la suite au Lrgapt (Laboratoire des ressources
génétiques et d’amélioration des plantes tropicales).
Les réponses au photo-thermopériodisme semblent
varier avec les espéces et avec la richesse du milieu
en saccharose ; de plus, elles se traduisent soit par
une plus ou moins grande précocité et/ou fréquence
de tubérisation, soit par un nombre et une masse de
microtubercules plus ou moins élevés.

La maitrise des différents volets de la culture in vitro
de I'igname, et surtout les phénomenes de régénéra-
tion, peuvent faciliter le développement d’un pro-
gramme de transformation génétique. Cette derniére
orientation de la recherche a déja permis la réalisa-
tion d’un nombre réduit de travaux sur l'igname
(XINHUA et al., 1986 ; SCHAFER et al., 1987 ; TOR
etal., 1992-1993).

En conclusion, ces différentes méthodes de conserva-
tion dans des conditions de culture standard, décrites
plus haut, présentent toutes leur spécificité, selon les
organes ou tissus concernés. Les microboutures
nodales sont utilisées, en routine, pour la conserva-
tion a court terme, la micropropagation et I’échange,
alors que les apex ne le sont que pour la multipli-
cation de certaines espéces d’ignames. La culture
d’embryons zygotiques, |’embryogenése somatique
peuvent étre utilisés dans des programmes liés a la
compréhension des phénomeénes physiologiques et
biochimiques liés a I’embryogenése. Mais, I’'embryo-
genése somatique pourrait aussi étre intégrée a la
production en masse d’ignames indemnes de mala-
dies par la production de semences artificielles. La
tubérisation in vitro peut étre exploitée aussi bien
dans des programmes de physiologie de la tubérisa-
tion que pour la conservation et a |I’échange de maté-
riel. Les cultures de cal, suspensions cellulaires et
protoplastes correspondent plus a des études physio-
logiques, ou a la création de variabilité, ou de plantes
transgéniques, et/ou de nouvelles variétés ou des
souches performantes pour les ignames médicinales.

MAINTIEN DANS DES CONDITIONS DE CROISSANCE RALENTIE

Dans une revue bibliographique RAO et RILEY (1994)
rapportent que pour la conservation des ressources
génétiques des plantes, les cultures doivent étre
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maintenues & une croissance minimum ; ceci afin
d'éviter les repiquages fréquents, qui augmentent les
colts de la conservation in vitro. Il y a, selon CHAR-
RIER et al. (1991), WITHERS (1991), ENGELMANN
(1991), plusieurs fagons d’obtenir une croissance
ralentie :

— choix du stade physiologique de I'explant ;

— addition d’agents osmotiques et/ou de ralentisseurs
de croissance ;

- réduction de la température de stockage (4-10 °C
pour les espéces tempérées et 15-25 °C pour les
espéces tropicales) ;

— abaissement des concentrations des éléments miné-
raux et/ou du saccharose ;

— abaissement de la pression d’oxygéne ;

- encapsulation dans de I'alginate.

La conservation dans des conditions de croissance
ralentie peut étre obtenue par une réduction de la
température de culture, une mise au point du milieu
de culture, ou la combinaison des deux méthodes
(NG, 1991). Une croissance préalable dans des
conditions standards de culture, avant leur transfert
dans des conditions de croissance ralentie, s’est
révélée trés importante pour la conservation des
plantes a tubercules (NG et HAHN, 1985).

Dans le cas de I'igname, la constitution et la conser-
vation de vitrothéque sous la forme de microboutures
nodales sont abordées une premiére fois par |'lita
(IITA, 1981 ; NG et HAHN, 1985). Ces derniers utili-
© sent les températures de 18-22 °C, ceci permet de ne
repiquer, la collection in vitro d'igname, que tous les
1,5 a 2 ans, et de maintenir, selon NG (1992), 1 000
accessions d’ignames (NG parle, en 1996, de 1 700
accessions, pour 6 a 7 espéces, com. pers.). L'addi-
tion de ralentisseurs de croissance, tel que le man-
nitol 2 0,2 M, a été utilisée sur des apex de tige de D.
rotundata pour en limiter la croissance (HENSHAW,
1982). HANSON (1986), dans une note se rapportant
aux méthodes de stockage des collections de plantes
a tubercules et en particulier, I'igname, fait le point
des collections in vivo et in vitro de 'igname dans le
monde. Cet auteur dresse aussi les différents types de
collection et les recommandations de Vlpgri qui lui
correspondent :

— effectuer un nombre minimum de répétitions par
génotype (au champ : 5 a 10 plantes pour chaque
génotype, in vitro : 5 répétitions par clone et 100
pour une population hétérogéne) ;

— dupliquer les collections (en 3 lieux différents pour
les collections en champ, en plusieurs sites, de préfé-
rence dans d’autres pays pour les collections in vitro ;
— étudier le comportement des graines de différentes
espéces pour optimiser leur conservation ;

— développer des conditions de croissance ralentie
permettant de ne repiquer les collections que tous les
2 ans;

- orienter la conservation vers une conservation 3
long terme dans I'azote liquide ;

— combiner les différentes méthodes de conservation
pour une meilleure sécurité.

Sur le plan africain, ACHEAMPONG (1988) et
OKOL! (1991) dressent les avantages des collections
in vitro ou in vivo d’ignames ou de plantes a tuber-
cules, alors que PATHIRANA (1991), au Sri Lanka,
observe les modes de conservation in vivo-in vitro,
de D. alata. MALAURIE et al. (1993) sont les premiers
a faire un état des problémes rencontrés lors de I'éta-
blissement et du maintien d’une collection in vitro
d’igname, dans des conditions de croissance ralentie,
sous la forme de microboutures nodales, utilisant un
milieu minéral pauvre et une faible concentration en
sucre. La collection comprenait 14 espéces d’Afrique
et d’Asie, incluant les variétés comestibles de la zone
intertropicale humide. A partir de 1990, d’autres
espéces ont été introduites in vitro au laboratoire des
ressources génétiques et d’amélioration des plantes
tropicales (Lrgapt) du centre Orstom de Montpellier
(D. pentaphylla L., D. preussi Pax., D. sansibarensis
Pax., D. smilacifolia De Wild., D. transversa Br., D.
trifida L.) et par un nombre d’accessions d’origines
différentes pour certaines espéces (TOSTAIN, com.
pers.) (tableau IV). Cet apport nouveau a été réalisé
par I'envoi de tubercules (Cirad-ca) ou de fragments
de tiges prélevés sur la collection de Mme Hladik,
maintenue en serre (Muséum national d'histoire natu-
relle, Brunoy). La conservation in vitro des principaux
cultivars des Caraibes, de la zone Pacifique et de
I’Afrique de I'Ouest, pour les espéces D. alata, D.
bulbifera, D. cayenensis, D. esculenta, D. rotundata
et D. trifida, a été citée par MANTELL (1993). Ce der-
nier rapporte qu’il a pu conserver ce matériel sur une
durée de 15 ans, cependant, cette conservation a été
réalisée dans des conditions de culture standard. La
décontamination du matériel introduit reste pour cer-
tains cultivars de D. rotundata un probléme important
nécessitant |'utilisation de fongicides et d’antibio-
tiques (NGALA, 1989).

Conservation a long terme :
la cryoconservation

La conservation a long terme correspond a la cryo-
conservation, c’est-a-dire a la conservation dans de
I'azote liquide a - 196 °C. La cryobiologie végétale,
qui a débuté en 1971 avec les travaux de LATTA sur
des suspensions cellulaires de carotte, a bénéficié des
résultats réalisés dés 1949 (POLGE et al.), sur les cel-
fules animales.

Le but de ces techniques est de pouvoir contrdler les
flux d’eau et la formation des cristaux de glace, pour
tendre vers un état vitreux, état permettant d’éviter la
recristallisation pendant le réchauffement, et ainsi de
permettre a la cellule de résister aux chocs ther-
miques.
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Tableau IV. Espéces d’ignames introduites in vitro (Lrgapt, Orstom, Montpellier).

Especes

Nombre d’accessions

D. abyssinica Hochst. Ex Kunth

D. alata L.

complexe" D. cayenensis Lamk. D. rotundata Poir.
D. burkilliana ). Miege

D. dumetorum (Kunth) Pax.

D. esculenta (Lour.) Burk.

D. hirtiflora Benth.

D. mangenotiana ). Migge

D. minutiflora Engl.

complexe® D. opposita Thunb. D. japonica Thunb.
D. praehensilis Benth.

D. preussii Pax

. sansibarensis Pax

. schimperana Hochst. Ex Kunth

. smilacifolia De Wild

. togoensis Knuth

. transversa Br.

. trifida L.

00000

6
91
63
1"

2
10

1

—_
(5}

N =0 N—== 2 \J=N

(1). Le regroupement des especes D. cayenensis et D. rotundata en un complexe a été proposé par AYENSU et COURSEY

(1972) ; MARTIN et RHODES (1978) ; MIEGE (1982).

(2). Le regroupement des especes D. opposita et D. japonica en un complexe a été proposé par TANAKA (1977).

L'apport de cryoprotecteurs vont provoquer cette
sortie d’eau par osmose, sortie d’eau d’autant plus
rapide que la concentration en cryoprotecteurs est
forte. L'apport de sucres permet, en plus de cette
osmose, la protection des membranes et des sites
enzymatiques, qui lui sont liés, des lésions dues au
froid.

TECHNIQUES CONVENTIONNELLES DE CRYOCONSERVATION,
OU CONGELATION LENTE

Les techniques qui ont été développées dans
les années 60 a 80 ont permis la congélation de
nombreuses espéces végétales (SAKAI, 1984). Elles
reposent sur la congélation progressive, en deux
étapes (0 °C a-40 °C, puis -40 °C 4 - 196 °C) et |’'em-
ploi de solutions contenant des agents cryoprotec-
teurs provoquant la déshydratation des cellules par
cristallisation extracellulaire. Ces techniques nécessi-
tent un ajustement empirique des conditions expéri-
mentales en fonction de |'espéce, des types cellu-
laires a conserver, rendant difficile la congélation des
apex ou des embryons constitués de différents tissus
et sont plus adaptées aux suspensions cellulaires
(tableau V).

TECHNIQUES NOUVELLES DE CRYOCONSERVATION

A la différence des techniques précédentes, qui font
appel a une déshydratation par cristallisation extra-
cellulaire, les nouvelles techniques vont permettre
d'obtenir une déshydratation cellulaire préalable a la
congélation. Elles sont caractérisées par un abaisse-
ment rapide a trés rapide de 400 °C 2 1 100 °C/min,

permettant de passer directement des conditions de
température ambiante a la température de |'azote
liquide, avec l'utilisation de cryoprotecteurs en
concentration élevée dans le cas de la « vitrification »
(URAGAMI et al., 1989 ; LANGIS et al., 1989 ; TAN-
NOURY et al., 1991), et, d’autre part, une dessicca-
tion, sous flux d’air ou en présence de silica gel, d’ex-
trémités apicales nues prétraitées en présence d’acide
abscissique (URAGAMI, 1993) ou enrobées dans un
gel d’alginate de calcium dans le cas « d’encapsula-
tion/déshydratation » (DEREUDDRE et al., 1990 ;
FABRE et DEREUDDRE, 1990), et sur des semences
artificielles (DEREUDDRE et al., 1991). Elles sont plus
adaptées pour la cryoconservation d’apex ou d’em-
bryons constitués de différents tissus (tableau V).

Dans la revue bibliographique de MALAURIE et
TROUSLOT (1995), la plupart des articles abordant
les aspects de cryoconservation ont été réalisés sur
des suspensions cellulaires d’ignames médicinales.
D. deltoidea reste de loin la plus utilisée (BUTENKO
et al., 1984 ; POPOV et al., 1984 ; POPOV et FEDO-
ROVSKII, 1992 ; POPOV et VOLKOVA, 1994). Plus
récemment, CHULAFICH et al. (1994) font état de
reprise de croissance, aprés immersion rapide dans
I'azote liquide, des cals de D. balcanica Kosanin et
de D. caucasica Lipsky. Ces auteurs présentent la
cryoconservation comme un moyen de salut pour ces
ignames endémiques.

Il faut attendre 1996 pour voir les premiers travaux de
cryoconservation a partir d’ignames comestibles.
Deux équipes différentes ont appliqué la technique
d’encapsulation-déshydratation sur plusieurs espéces
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Tableau V. Conservation 2 long terme dans |’azote liquide (-196 °C).

Etapes Techniques Nouvelles
conventionnelles techniques

Dessiccation Vitrification Encapsulation/

(flux d'air) déshydratation
Encapsulation +
Prétraitement saccharose +/- + (+ABA) +
Cryoprotecteur + 4+
Dessiccation + +

+0°Ca-40°C
(0.3 3 1 °C/min)

+-40°C2a-196 °C
(200 °C/min)

500 °C/min

Congélation lente
Congélation rapide

Réchauffement

+25°C2-196 °C
(720 °C/min)

120 °C/min

+25°Ca-196°C
(400 a 1 100 °C/min)

120 °C/min

+25°Ca-196°C
(720 °C/min)

120 °C/min

Source : URAGAMI, 1993.

d’ignames maintenues in vitro. MANDAL et al.
(1996), comparent les capacités de survie d’apex de
quatre espéces d’‘igname, dont deux cultivées
(D. alata, D. bulbifera), une sauvage mais comestible
(D. wallichii Hook. f.) et une médicinale (D. flori-
bunda), soumises au stress de cette technique. Les
quatre espéces présentent un taux de survie allant de
26 2 71 %, selon les espéces. Seules, D. wallichii et
D. alata ont permis d’obtenir un développement en
pousses feuillées, avec respectivement 37 et 21 %.
D’autres auteurs MALAURIE et TROUSLOT, 1997 ;
MALAURIE et al., 1998a,b) obtiennent quant a eux
des taux de survie supérieurs a 50 % pour les clones
des deux espéces utilisées (D. alata, D. bulbifera). Le
développement en pousses feuillées est observé dans
les deux cas, avec des taux de reprise d’au moins
50 % pour D. bulbifera et 20 % pour D. alata.

En conclusion, en reprenant les recommandations de
I'lpgri, la conservation de germoplasme chez les
ignames doit combiner les différentes méthodes de
conservation pour une meilleure sécurité, sachant
que :

— un autre type de conservation (conservation in situ)
pourrait étre développé ;

— les recherches sur le stockage des graines restent a
approfondir ;

— les résultats obtenus sur la cryoconservation de
deux génotypes restent a appliquer a un nombre de
génotypes plus représentatif de la diversité pour per-
mettre une application en routine au stockage de col-
lections (tableau VI) ;

— la conservation in vitro sous la forme de banques
actives devrait pouvoir étre utilisée pour la distribu-
tion de matériel aux utilisateurs et/ou pour établir des
collections aux champs (ENGELS, 1993).

Caractérisation et évaluation

La caractérisation et |’évaluation de collections se
découpent en deux volets : une étude de la diversité
et une stratégie de la conservation des échantillons.
La caractérisation et |’évaluation reposaient par le
passé, uniquement sur des caractéres morpholo-
giques, puis sur des caractéres biochimiques, comme
I'utilisation d’isozymes. Cependant, cette derniére
présente le désavantage de ne pas convenir a des

. criblages a grande échelle.

DODDS et WATANABE (1990) reconnaissent
4 domaines ol la biologie moléculaire peut permettre
la caractérisation :

— identification des génotypes, duplicat d’accessions
compris ;

— caractérisation des génotypes par fingerprinting ;

— analyse de la diversité génétique au sein d’une
collection ;

— création d’une core collection.

Ces derniéres années, de nombreuses méthodes ont
été utilisées pour I'étude des variations de la
séquence des nucléotides :

- restriction fragment length polymorphism (Rflp) ;

— Random amplified polymorphic Dna (Rapd) ;

— Variable number of tandem repeats (Vntrs) ;

— Polymerase Chain Reaction (Pcr / sequencing) ;

— Allele-specific polymerase chain reaction (Aspcr) ;
- Denaturing/temperature gradient electrophoresis
(Dgge /Tgge).

Sur l'igname, les premiers travaux de caractérisation
se sont tout d’abord intéressés aux collections
et matériel maintenu in vivo (HAMON et TOURE,
1990 ; TERAUCHI et al, 1993 ; RAMSER et al,
1996 ; ASEMOTA et al., 1996).
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Tableau VL. Avantages, désavantages et disponibilité de germoplasme d’igname.

Conservation

Conservation

Conservation in vitro

au champ de graines
courtterme  moyen terme long terme

Avantages simplicité +++

large application +++

diversité génétique +++

sans virus 44

faible colt +++ +++ +++

distribution +4+ +++
Désavantages érosion génétique —_

coiit élevé —

gestion difficile —

non identique aux parents —

forme des tubercules —

dormance —
Utilisation
expérimentale ++
Utilisation
en routine +++ +++ +4+

Des marqueurs isozymiques (peroxidase, phospha-
tase) ont été utilisés afin de caractériser des
clones maintenus in vitro : a partir de pousses
feuillées de D. alata, D. cayenensis-D. rotundata,
D. esculenta et D. bulbifera (TWYFORD et al., 1990).
MANTELL (1993) précise que |application de
ces méthodes a d’autres espéces (D. composita,
D. japonica, D. olfersiana, D. spiculiflora, D. trifida)
. est confirmée. D’autres travaux (MALAURIE, travaux
non publiés ; anon. 1996), utilisent d’autres
marqueurs isozymiques (lcd, Mdh, Pgd, Pgi, Pgm,
Sdh) a partir de feuilles prélevées sur des vitroplants
de Dioscorea sp. Ultérieurement, MUZAC-TUCKER
et AHMAD (1995) vont procéder a l'identification et
a l'étude du polymorphisme de 12 cultivars
d’igname, a l'aide de rDna et de Pcr, a partir de vitro-
plants.

En conclusion, le matériel conservé au champ permet
d’étre caractérisé par |'utilisation de descripteurs
morphologiques et de marqueurs moléculaires. Les
autres modes de conservation (sous la forme de
graines, in vitro a court et moyen terme), doivent
compléter leur caractérisation a partir de descripteurs
morphologiques par une caractérisation a partir de
marqueurs moléculaires. Le matériel conservé in vitro
a long terme n’est pas utilisable immédiatement et
nécessite sa sortie préalable des conditions asep-
tiques pour sa caractérisation et son évaluation
(tableau VII). La caractérisation du matériel concerné
est nécessaire pour définir des collections de taille
limitée, ou core-collection, pour la constitution des-
quelles le laboratoire a développé des réflexions
approfondies (HAMON et al., 1995 ; DUSSERT et al.,
1997).

Indexation et traitement des maladies

Identification des pathogénes

Les conditions d’asepsie du matériel végétal main-
tenu in vitro réduisent considérablement les risques
d’introduction de ravageurs ainsi que les risques de
contamination par une bactérie ou un champignon.
L’identification des pathogeénes en culture in vitro se
cantonne donc a lidentification des virus ou autres «
viroides ».

Selon la note technique sur les consignes relatives au
transfert de matériel sain de germoplasme d’igname
(FAO-IBPGR, 1989), plusieurs types de virus ont été
observés sur I’igname et les méthodes d’identifica-
tions qui leur correspondent soulignées :

— le Chinese yam necrotic mosaic virus (CYNMV), est
observé uniquement au Japon sur le complexe
D. opposita-D. japonica Thunb. (SHIRAKO et
EHARA, 1986) ; c’est un virus filamenteux de 12-13 x
660 nm transmis par des pucerons, qui est facilement
détecté et identifié par electro-blot immunoassay ;

— le virus de la mosaique du concombre (CMV), parti-
cule isométrique de 30 nm, observé sur un grand
nombre d’espéces a travers le monde et sur D. alata
en Afrique de I'Ouest (FAUQUET et THOUVENEL,
1987) et en Guadeloupe (BALAGNE, 1985) ; il est
identifiable par transmission mécanique sur plante
hotes ou par Enzyme-linked immuno-sorbent
assay (ELISA) ou Immunosorbent electron microscopy
(ISEM) ;

— Dioscorea alata virus (= Yam virus), appar-
tenance possible au groupe des Potyvirus avec des
particules constituées de filaments flexueux d’environ
12 x 750 nm ; il coincide avec la culture de D. alata
(HUGHES, 1986) ;
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Tableau VII. Caractérisation et évaluation.

Conservation au champ
Conservation de graines
Conservation in vitro court terme

moyen terme

long terme

Descripteurs Marqueurs
morphologiques moléculaires
+
0 +
(+/_)(|) +
(/) +
o2

(1). Une partie des descripteurs morphologiques pourront étre utilisés au stade in vitro, les autres ne pourront étre validés

qu’aprés leur sevrage en serre.

(2). La caractérisation par marqueurs moléculaires du matériel cryoconservé ne pourra étre effective qu’aprés leur régénéra-

tion en vitroplant.

—le Dioscorea bacilliform virus, provoque des chlo-
roses interveinaires de la feuille chez D. bulbifera et
est associé aux Internal Brown Spotting des tuber-
cules de D. alata cv White Lisbon et du complexe
D. cayenensis-D. rotundata (HARRISON et ROBERTS,
1973 ; MANTELL et HAQUE, 1979) ; c’est un virus
de type bacilliforme de 28 x 130 nm. Le virus est
transmis par la séve aux plantules de D. bulbifera ; il
est identifié par Elisa et Isem ;

— le Dioscorea latent virus se distingue par [’absence
de symptdme en réinfection mécanique sur les
ignames de |'espéce dont il a été extrait ; c’est un
potexvirus filamenteux de 11 x 485 nm, présent chez
D. floribunda et D. composita (PHILLIPS et BRUNT,
1988) ; il provoque de faibles jaunissements sur les
feuilles et peut-étre transmis par la séve a Nicotiana ;
son identification peut étre réalisée par Elisa et Isem
(HEARON, et al., 1978) ;

- le Yam Mosaic Virus (YMV) — différent du Yam
Mild Mosaic Virus (YMMV), travaux de détection et
de caractérisation de MUMFORD et SEAL (1997) et
LPRC (travaux non publiés) — provoque les plus gros
dégats sur le complexe D. cayenensis-D. rotundata et
D. esculenta (THOUVENEL et FAUQUET, 1986), D.
alata (THOUVENEL et DUMONT, 1990) en Afrique
de I"Ouest, sporadiquement sur D. alata dans le Paci-
figue Sud (THOUVENEL et FAUQUET, 1986 ;
PORTH et al., 1987) et dans les Caraibes sur D. tri-
fida (MIGLIOR! et CADILHAC, 1976) et occasionnel-
lement sur D. alata et le complexe D. cayenensis-D.
rotundata (MARCHOUYX, 1980) ; le virus, filament
flexueux de 12 x 750 nm est du groupe des potyvirus,
son identification se fait par transmission mécanique
sur des plantes indicatrices (N. benthamiana) ou par
tests sérologiques Elisa ou Isem.

Une indexation systématique des clones introduits a
été réalisée par Elisa, pour le YMV (MALAURIE et
THOUVENEL, 1988 ; MALAURIE et al.,, 1988a,b ;
CHARRIER et HAMON, 1991 ), lors de I"établisse-
ment de la collection in vitro d’igname au laboratoire
de biotechnologie de I'Orstom, ultérieurement lirsda,
a Adiopodoumé, en Cote d'lIvoire.

Depuis la note technique sur les consignes relatives
au transfert de matériel sain de germoplasme
d’igname (FAO-IBPGR, 1989), l'indexation de la col-
lection de vitroplants d’igname du Lrgapt-Orstom a
permis de mettre en évidence d’autres virus. Cette
indexation a été entreprise dés le dernier trimestre
1991 (convention Cee Std 2). Elle a été réalisée par
I'utilisation de tests sérologiques de type Elisa, utili-
sant des anticorps polyclonaux pour la recherche de
plusieurs virus, ainsi que par microscopie électro-
nique et par inoculation mécanique, & une gamme
d’hotes sensibles, pour certains cas. On a détecté
chez certains vitroplants un virus sérologiquement
relié au Pvx, chez d’autres vitroplants des virus reliés
sérologiquement au Cmv et au pvy (DUBERN et al.,
1993a,b ; DUBERN, 1994 ; LRGAPT, 1993) ; les
tableaux VIl a,b,c, en donne la répartition par espéce
et par groupe d’affinité au sein de certaines espéces,
pour le Ymy, et montre la quasi absence de ce virus
chez les D. alata testées (tableaux VIII b,c). Les résul-
tats de l'indexation présentent plusieurs cas douteux,
quand les réactions sérologiques étaient a la limite du
seuil de sensibilité ou de spécificité, ou lorsque les
tests se sont révélés positifs une fois et négatifs la fois
suivante (ou inversement). Ces résultats pourraient-ils
étre expliqués par une perte du virus lors de certains
repiquages, le virus n’étant pas complétement systé-
mique dans la plante ? En fait il n’en serait rien, tout
au moins pour le Ymy, si I'on se rapporte a I'indexa-
tion de la collection d’igname menée en 1993
(LRGAPT, 1993), ol les résultats obtenus pour le
YMV ont été identiques a ceux de I'indexation 1988-
89 (MALAURIE et THOUVENEL, 1988 ; MALAURIE
et al., 1988a,b). Cependant les difficultés d’apprécia-
tion rencontrées dans certains cas doivent étre levées.
L'utilisation de techniques plus sensibles peut
résoudre en partie ces problémes.

Dans une revue bibliographique, MATHEWS (1993)
fait le point sur toutes les techniques de diagnostic.
Pour certains virus, spécialement ceux difficilement
caractérisables, il peut étre utile d’appliquer d’autres
techniques de diagnostic. C’est pourquoi, suite aux
limites d’utilisation des anticorps polyclonaux dirigés
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Tableau Vllla. Etat phytosanitaire, vis-a-vis du Ymv, des différents groupes appartenant au complexe
D. cayenensis- D. rotundata observés dans la collection in vitro d’igname (Lrgapt, Orstom, Montpellier").

Groupes? Clones Clones Clones Clones Clones
indexés sains () virosés (+)  douteux une fois (-)
(-) ou (+) et une fois (+)

Baniakpa 1 1

Cocoassié 1 1

Frou 1 1

Gnan 1 1

Kangba 8 2 4 1 1

Krenglé 3 1 1 1

Lokpa 1 1

Sopéré 1 1

Soussou 1 1

Yaobadou 2 1 1

Non encore identifiés  Bénin 4 1 1 2
Brésil 3 1 1 1
Cameroun 8 1 2 2 3
Guadeloupe 2 2
Nouvelle-
Calédonie 2 1 1
Indéterminés 12 5 2 2 3

Total 51 15 11 1 15

(1). (PINEL, DUSSERT, CHABRILLANGE, DUBERN, MALAURIE, travaux non publiés).
(2). Les différents groupes ont été décrits par HAMON et al., (1986).

Tableau Villb. Etat phytosanitaire, vis-3-vis du YMV, des différents groupes appartenant a D. alata observés dans la collec-

tion in vitro d’igname (Lrgapt, Orstom, Montpellier)".

Groupes®@

Clones indexés

Clones
une fois (-)
et une fois (+)

Clones sains (-)

N’za (chair violette) 20 20
Bété Bété (chair blanche) 19 19
Non encore identifiés Cameroun 1 1
Céte d’lvoire . 15 15
Brésil 7 7
Gabon 2 2
Nigeria 2 2
Nouvelle-Calédonie 6 6
Philippine 1 1
Porto Rico 2 1 1
Togo 1 1
Total 6 75 1

{1). (PINEL, DUSSERT, CHABRILLANGE, DUBERN, MALAURIE, travaux non publiés)
(2). Les groupes Nza et Bété Bété sont spécifiques de la Cote d'lvoire.

contre un isolat du Ymv (GOUDOU-URBINO, 1995,
GOUDOU-URBINO et al., 1996a), BOUSALEM
(1995) a utilisé différents tests de diagnostic : Mab-
Mab (coating-conjugué), transcription reverse (Rt-Pcr)
/Polymerase Chain Reaction. Cette derniére technique
a été réalisée a partir d’Arn viral purifié. Si cette étude
moléculaire aboutit 4 la mise en évidence de souches
distinctes du Ymy, la production d’anticorps monoclo-
naux et la mise au point d’amorces spécifiques utili-
sables en Immunocapture (Ic)/Rt-Pcr constitueront les

principaux outils de détection et de caractérisation
(BOUSALEM, 1995). Le test a partir d’anticorps mono-
clonaux, est en effet plus sensible, en raison d'un
« bruit de fond » réduit. En revanche, il est peut-étre
plus spécifique, un isolat au moins n’étant pas
reconnu avec l'anticorps monoclonal utilisé, alors
qu’il I’est avec le polyclonal. Par ailleurs, des travaux
sur la caractérisation moléculaire et 1a diversité molé-
culaire chez le potyvirus de la mosaique de I'igname
ont été développés dans les laboratoires de
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Illtab/Orstom-Tsri (ALEMAN 1996 ; ALEMAN et al.,
1996 a,b) et du Lprc (BOUSALEM, 1995 ; GOUDOU-
URBINO et al., 1997).

Elimination des pathogénes

Un certain nombre de techniques pour I'élimination
des virus a été utilisé chez l'igname : culture de
méristéme et thermothérapie et/ou chimiothérapie.

CULTURE DE MERISTEMES

Depuis GREWAL et al., (1977) et MANTELL et al.,
{(1980), d’autres travaux ont été effectués sur D. alata
et D. rotundata (CORTES-MONLLOR et LI I-JANG,
1983 ; NG et HAHN, 1985 ; NG, 1992), puis sur D.
trifida (SALEIL, 1986 ; SALEIL et al., 1990), Dioscorea
sp. (CORTES MONLLOR et al., 1982 ; MALAURIE et
THOUVENEL, 1988 ; MALAURIE et al.,, 1988a,b ;
MALAURIE et al., 1992), D. japonica (MIKAMI, 1984)
et D. opposita (MATSUBARA et ISHIHARA, 1988 ;
KOBAYASHI, 1991). En 1995, MALAURIE et al., étu-
dient d’une part, les effets de la concentration de
régulateurs de croissance (1995 a), d’autre part, les
effets de la taille et de la position (1995 b), sur le
développement morphologique de méristemes
excisés d’'un génotype de D. praehensilis et d'un
clone du complexe D. cayenensis-D. rotundata.

Les travaux faisant état d’une élimination de virus par
culture de méristémes, aprés utilisation de techniques
de diagnostic, sont ceux de SALEIL et al., (1990) sur

D. trifida et MANTELL et al., (1980) sur D. alata.
SALEIL et al., confirment I'obtention de plantes
indemnes de Ymv, aprés contrdle Elisa, avec un taux
de 27 %, déterminé a partir du total des plantes
indexées. MANTELL et al., confirment I'obtention de
plantes indemnes de flexous rod viruses, aprés
contréle par microscopie électronique, mais ne
précisent pas le taux de plantes assainies. Faisant
suite aux cultures de méristémes réalisées par
MALAURIE et al., (1995 a,b) les effets de la taille et
du niveau de prélévement des méristémes sur le taux
de réussite dans |’obtention de plantules saines ont
été étudiés. La production de microboutures
indemnes de Ymv pour un clone du complexe
D. cayenensis-D. rotundata et un clone de D. prae-
hensilis a été respectivement de 76 et 17 %, déter-
miné a partir du total des plantes indexées
(MALAURIE, travaux non publiés).

THERMOTHERAPIE ET/OU CHIMIOTHERAPIE

L'éradication de viroses a été tentée par thermothé-
rapie sur des microboutures (BALAGNE, 1985) ou
des cultures d’apex (SALAZAR et FERNANDEZ, 1988)
de I'igname américaine D. trifida. L'influence de la
température (37 °C) et d’un agent antiviral (virazole),
sur l'obtention de plantes indemnes de virus de
I'igname (Ymv), a été étudiée sur des microboutures
nodales virosées de D. praehensilis (MALAURIE, tra-
vaux non publiés). Une méme influence a été étudiée
sur des méristémes isolés de deux clones virosés de

Tableau Villc. Etat phytosanitaire des différentes esp2ces présentes dans la collection in vitro d’igname,

et indexées vis-avis du Ymv (Lrgapt, Orstom, Montpellier)".

Espéces Clones Clones Clones Clones Clones

indexés sains (-) virosés (+) douteux une fois {-)
(-) ou (+) et une fois (+)

D. abyssinica 5 4 1

D. alata 76 75 1

D. bulbifera 8 7 1

D. burkilliana 7 7

Complexe

D. cayenensis-D. rotundata 51 15 1 10 15

D. dumetorum 2 1 1

D. esculenta 9 8 1

D. hirtiflora 1 1

D. mangenotiana 13 12 1

D. praehensilis 3 3

D. schimperana 1 1

D. togoensis 7 7

D. trifida 2 2

D. transversa 1 1

Hybride Interspécifique :

D. praehensilis x complexe

D. cayenensis-

D. rotundata, cv. Krenglé 14 13 1

Total 200 155 16 12 17

(1). (PINEL, DUSSERT, CHABRILLANGE, DUBERN, MALAURIE, travaux non publiés).
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D. praehensilis et du complexe D. cayenensis-D.
rotundata cv Kouba [MALAURIE, travaux non
publiés). Pour MANTELL et al., (1980), I'utilisation de
la thermothérapie (14 jours de flux d’air chaud a 36
°C) a été réalisée sur plantes méres, in vivo, avant
I'excision des méristémes. L'action de la seule chi-
miothérapie (vidarabine, ribavirin), appliquée sur des
microboutures nodales de D. alata cv Kinabayo,
infectées par un potyvirus, a été décrite par MAN-
TELL (1993). La production de plantules indemnes de
virus est obtenue, pour ce cultivar, 210 j aprés la
mise en culture, avec 3 subcultures de 60, 120 et 30 |
sur un milieu composé de 2 phases liquide/solide
renfermant 10> M d’agent antiviral.

D’autres techniques d’élimination des virus ou assi-
milées ont été décrites dans la littérature, leur utilisa-
tion pourrait présenter un intérét pour l'igname.

ELECTROTHERAPIE

L’électrothérapie consiste a soumettre des plantes a
un champ électrique de quelques milliampéres pen-
dant quelques minutes. Elle est citée dans la littéra-
ture pour la premiére fois en 1978 (JOSE-GUER-
RERO, cité par LOZOYA-SALDANA et al., 1996)
dans une thése sur les techniques d’élimination des
virus de plantes. 1l faut attendre 1980 pour voir cette
technique utilisée pour I'obtention d’amandiers
indemnes de virus (QUACQUARELLI et al.,, cités par
LOZOYA-SALDANA et al, 1996). En 1996,
LOZOYA-SALDANA et al., appliquent cette tech-
nique a des apex de pomme de terre pour I'élimina-
tion du virus X. D’aprés ces auteurs, un traitement de
15 mA pendant 5 minutes suffit pour obtenir un pour-
centage de plantes indemnes de virus de 60-100 %,
comparé au 25-40 % par thermothérapie.

MICROGREFFAGE D’APEX

Sur la vigne, certaines variétés totalement virosées
ont été assainies par microgreffage d’apex, normale-
ment exempt de particules virales, sur microbouture
constituée par une pousse de semis de pépin (AYUSO
et PENA-IGLESIAS, 1978 ; BENIN et GRENAN,
1984). Cette technique a été appliquée a d’autres
plantes pour I’élimination de particules virales,
comme chez le cerisier DEOGRATIAS et al., 1986).

Pour I'igname, une telle technique de microgreffage
pourrait étre envisagée, le Ymv n’étant pas transmis a
partir de graines de D. cayenensis (THOUVENEL et
FAUQUET, 1979).

En conclusion, les travaux sur l’éradication de
viroses, utilisant les techniques de culture de méris-
témes, thermothérapie, chimiothérapie, associées a la
culture de méristémes ou a la culture de microbou-
tures, ont conduit, pour la plupart, a une éradication
plus ou moins importante des virus observés. Cepen-
dant, si I'on veut appliquer en routine des techniques

d'éradication a un plus grand nombre de génotypes,
dans le cadre d'une sanitation de germoplasme, une
reprise de travaux est fortement souhaitée associant
aux techniques précédemment citées les nouvelles
techniques d’électrothérapie et de microgreffage.
Cette derniére étant appliquée, en routine, sur la sani-
tation de la vigne (tableau IX ab).

Distribution et échange

L’échange de germoplasme peut se faire, soit a partir
de matériel non aseptique (tubercules, bulbilles,
graines, boutures de nceuds), soit a partir de matériel
maintenu dans des conditions de culture in vitro
(microboutures nodales, microtubercules ou micro-
bulbilles, culture d’apex, embryons zygotiques ou
somatiques, cals et suspension cellulaires). Diffé-
rentes notes en dressent les possibilités et les recom-
mandations (FAO/IBPGR, 1989 ; HASAN et TAKAGI,
1995 ; IBPGR, 1988 ; JACKSON et al.,, 1984 ; NG,
1988).

Distribution et échange
de matériel non aseptique

Cette procédure utilisée nécessite de respecter des
consignes contraignantes liées a la quarantaine :
lavage pour éliminer toute particule de sol, fumiga-
tion ou trempage dans un insecticide —
carbaryl/malathion — et traitement dans un fongi-
cide, et vérifications de |’état phytosanitaire.

L’échange de germoplasme chez les ignames a été
réalisé par le passé sous la forme de tubercules en
respectant les mesures de quarantaine. L'un des pre-
miers exemples de transfert de collection sous la
forme de tubercules d’igname est celui réalisé par
MARTIN en 1974 de la collection du Mayaguez Insti-
tute of Tropical Agriculture (MITA) de Porto Rico vers
I'frat et 'Orstom de Cdte d’lvoire (ORSTOM, 1976 ;
DEGRAS, 1986). La constitution d’une collection in
vitro d’igname a été réalisée a 82 % a partir de bou-
tures nodales prélevées sur des tubercules a leur
levée de dormance provenant du Brésil, Cameroun,
Guadeloupe, Nouvelle-Calédonie, Martinique et
Porto Rico. Par la suite, la collection dupliquée au
Lrgapt (MALAURIE et al., 1993) a été enrichie par
I’envoi de tubercules du Bénin, du Gabon et de
Mélanésie.

L'échange de matériel végétal peut aussi se faire par
graines collectées lors de prospection. MALAURIE
et al., (1993) considérent que 13 % de la collection
est issu de graines pour les ignames sauvages. Par la
suite, la collection in vitro maintenue au Lrgapt a vu
son nombre d’accessions augmenter pour les espéces
D. abyssinica, D. praehensilis, D. burkilliana, a partir
de tubercules issus de semis.
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Tableau IX a. Techniques d'éradication des maladies utilisées pour I'igname.

Techniques d’éradication Especes Utilisation Utilisation Eradication
expérimentale en routine des virus

(A) Culture de méristtmes D. cayenensis-rotundata,

D. japonica,

D. praehensilis,

D. rotundata, D. trifida,

Dioscorea sp. + - +/-
(B) Thermothérapie in vivo
+ culture de méristémes D. alata +
(C) Microboutures nodales
ou apex + thermothérapie D. alata, D. trifida + +/- +
{D) Microboutures nodales
+ chimiothérapie D. alata + +/- +
(E) Microboutures nodales
+ thermothérapie

~ et/ou chimiothérapie D. praehensilis + +/-

(F) Culture de méristémes
+ thermothérapie
et/ou + chimiothérapie D. cayenensis-rotundata,

D. praehensilis + - +/-
Tableau IX b. Nouvelles techniques d’éradication disponibles.
Especes Utilisation Utilisation Eradication

expérimentale en routine des virus

Electrothérapie pomme de terre + -
Microgreffage citrus, vigne + + +

L'échange de matériel végétal peut se faire aussi sous
la forme de boutures de nceuds, prélevées sur du
matériel in vivo, pour des délais d’acheminement
relativement court (1 j). C'est le cas de prélévement
de boutures de nceuds d’ignames prélevées dans les
germoirs de I'ldessa, a Bouaké, ou ceux de la Fast,
situés sur les terrains de I’Ensa, a Abidjan (Cote
d’Ivoire). Ou encore plus récemment, de prélévement
de boutures de noeuds sur des ignames maintenues
dans les serres du Muséum national d’histoire natu-
relle de Brunoy (TOSTAIN et HLADIK, comm. pers.),
pour 13 espéces, et introduits en culture in vitro au
Lrgapt.

Distribution et échange
de matériel cultivé in vitro

LU'échange et la distribution de matériel in vitro
pour l'igname ont été réalisés en premier lieu sous
la forme de microboutures nodales. WITHERS et
WHEELANS (1987), dans la base de données de
I'lbpgr, font état de plusieurs cas d’échanges interna-
tionaux de boutures nodales de D. alata, D. bulbifera,
D. opposita (MANTELL S.H., Wye College),
Dioscorea sp. (JARRET R., Univ. de Floride),
Dioscorea sp. (QUAK F., Res. Inst. Plant Protection,
Wageningen). Ultérieurement, I'envoi de vitroplants

du Cenargen-Embrapa est réalisé de collection a col-
lection in vitro d’igname (MALAURIE et al., 1993).
C'est a partir de cette collection (1989), ou i partir de
son duplicata (Lrgapt) dés 1992, qu’une série de culti-
vars appartenant a D. alata et au complexe D. caye-
nensis-D. rotundata a été expédiée vers la Nouvelle-
Calédonie (PELLEGRIN F., Orstom ; VANBERCIE et
VERNIER P., Cirad) (tableau X).

Des structures de culture en conditions aseptiques
peuvent étre aussi utilisées comme structures de
transit préalablement a leur introduction en plein
champ. La culture in vitro, a la réception du matériel
in vivo (tubercules) et aprés vérification phytosani-
taire, va permettre de multiplier le matériel introduit
et de le transférer au champ aprés acclimatation et
contrble phytosanitaire. Cette procédure, développée
a Adiopodoumé (Cbdte d’lvoire), a permis, en 1987,
I'introduction a I'ldessa (Bouaké) de plusieurs clones
de D. alata et du complexe D. cayenensis-D. rotun-
data en provenance du Brésil (Cenargen-Embrapa),
de Nouvelle-Calédonie (Cirad-Irat) et de Porto Rico
(Tropical Agric. Res. Station, Mayaguez) (tableau XI).
Une bonne maitrise de I’acclimatation est nécessaire
pour le passage in vitro-in vivo et ces problémes
ont été abordés sur D. alata (LACOINTE et ZINSOU
1987a,b) et sur plusieurs cultivars appartenant a
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Tableau X. Enrichissement de la diversité génétique des ignames de Nouvelle-Calédonie par le transfert et I'introduction de
matériel sous la forme de vitroplants conservés, multipliés et diffusés par I'Orstom (1989-1995).

Implication de I'lirsda (1989, Adiopodoumé) et de I'Orstom de 1992 a 1995 (Lrgapt, Montpellier) dans la diffusion de culti-
vars d’igname, issus de Cote d’lvoire, du Brésil, de Martinique et de Porto Rico, pour une introduction en Nouvelle-Calé-
donie par PELLEGRIN {(Orstom), VANBERCIE et VERNIER (Cirad-ca).

Ne Cultivar Especes Nom du cultivar Code donateur Provenance
OA02 D. alata Kinanpay _kkk Céte d'Ivoire*
OA16 D. alata Brazo Fuerte _EEk Céte d'Ivoire*
OA21 D. alata Florido i Céte d’lvoire*
OA30 D. alata White Lisbon Rk Cote d'Ivoire*
1B02 D. alata Hawai Branched 136 (Idessa) Céte d'Ivoire*
1B21 D. alata Prolific 138 (Idessa) Céte d'lvoire*
MAO02 D. alata Plimbite - Martinique
PRO3 D. alata Gemelos P1390075 Porto Rico
PRO4 D. alata Leone Globe P1 390100 Porto Rico
PROS D. alata Kinabayo P1 390079 Porto Rico
PRO8 D. alata Moresby P1390101 Porto Rico
EM10 D. alata - 132 Brésil (Cenargen)
OA20 D. cayenensis-D. rotundata Krenglé ok Céte d'Ivoire
IB14 D. cayenensis-D. rotundata Krenglé E.144 (Idessa) Céte d’lvoire
1807 D. cayenensis-D. rotundata Douba yésirou 262 (Idessa) Cote d'lvoire**
I1B40 D. cayenensis-D. rotundata Adola 266 (Idessa) Cote d'lvoire**

* Cultivars issus de la collection du Mita de Mayaguez et transférés par MARTIN en 1974 vers I'Orstom et I'Irat (ORSTOM,

1976, DEGRAS, 1986).
** Cultivars originaires du Bénin {pays Bariba).
**+* Collection au champ d’Adiopodoumé.

Tableau XI. Utilisation des structures de culture in vitro pour la diffusion de matériel végétal issus de transfert international.

Implication de I"Orstom en 1988 (Adiopodoumé, Céte d’lvoire) dans I'introduction in vitro et la micropropagation de
microboutures nodales de cultivars d’igname, issus de Porto Rico, de Nouvelle-Calédonie et du Brésil, pour une introduc-
tion et une diffusion en Cote d’Ivoire par R. DUMONT ([rat) et I'ldessa {Bouaké, Céte d’lvoire).

Ne° Cultivar Espéces Nom du Cultivar Code donateur Provenance

PRO4 D. alata Leone Globe P1 390100 Porto Rico

PROS D. alata Kinabayo P1 390079 Porto Rico

PRO6 D. alata Binogas Pl 39 0072 Porto Rico

PRO7 D. alata Gunung Pl 390102 Porto Rico

PBO3 D. cayenensis-D. rotundata Corossol - Guadeloupe

NCO1 D. bulbifera Nouméa wa IRAT 28 Nouvelle-Calédonie
NCO06 D. alata Gouvren IRAT 84 Nouvelle-Calédonie
NCO03 D. alata Katjoa IRAT 43 Nouvelle-Calédonie
NCO05 D. alata Deu IRAT 50 Nouvelle-Calédonie
EMO4* D. alata - 264 Brésil

EM10* D. alata - 132 Brésil

EM11* D. cayenensis-D. rotundata - 2526 Brésil

Le type de matériel expédié était sous la forme de tubercules sauf, pour les 3 cultivars provenant du Brésil (Cenargen-

Embrapa)* qui ont été expédiés sous la forme de vitroplants.

différentes espéces d'ignames (MALAURIE, travaux
non publiés). Cependant, le type de milieu utilisé
(MALAURIE et al,, 1993) au Lrgapt, assurant une
croissance ralentie ne pose pas de probléme, et
permet de procéder au sevrage a partir de ces condi-
tions. Ce type de banque de génes permettant la dis-
tribution internationale de matériel correspond bien a
une banque active.

La potentialité de tubériser que présente un grand
nombre d’ignames in vitro peut étre utilisée a des fins

de transfert de matériel, les microtubercules et micro-
bulbilles permettant d’avoir un plus grand pourcen-
tage de réussite lors du passage au champ (NG,
1988b ; JOHN et al., 1993 ; MALAURIE et al., 1993 ;
MANTELL, 1993). Ces tubercules formés in vitro sont
a maturité dormants ; ils le demeurent durant 2 3 5
mois, comme ceux développés in vivo .

Récemment, une méthode originale expérimentée
sur trois especes d’igname (D. alata, D. opposita,
D. rotundata) a été proposée par HASAN et TAKAGI
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(1995). Ces derniers utilisent la technique d’encapsu-
lation de boutures nodales dans des billes d’alginate
dans le but de transfert de matériel. Cette procédure
permet de maintenir, pendant au moins 2 semaines
d’obscurité, les boutures nodales encapsulées,
placées dans un cryotube de 1 ml, contenant 0.5 ml
d'un milieu semisolide MS. Ce maintien de
2 semaines a l'obscurité et la manipulation aisée des
cryotubes permettent, selon ces auteurs, d’envisager,
sans probléme, des échanges internationaux de res-
sources génétiques.

La culture de méristémes, associée a diverses théra-
pies dans le cas de plantes virosées, est préconisée
pour I’échange et la distribution d’ignames conser-
vées in vitro. La régénération de cette culture doit
étre suivie de contrdles par immunoenzymologie,
inoculation mécanique sur plantes hotes et micro-
scopie électronique (NG et HAHN, 1985). Un
contrdle de la conformité des plantes régénérées a
partir des méristtmes pourrait étre envisagé dans le
cas de longue période de culture en présence de
régulateurs de croissance. Par ailleurs, la mise a dis-
position de nouvelles méthodes (immunocapture PCR
et immunocapture reverse transcriptase PCR avec les
primers choisis) devrait permettre a I'lita de diffuser
des cultivars de D. alata, garantis sains, aprés culture
de méristémes et séries de controles pendant la phase
in vitro et lors du transfert en serre insect-proof.
D’aprés les auteurs, le temps total requis, a partir de
la plante mére en plantation, pour la production de
vitroplants, de microtubercules ou de minitubercules
sanités et indexés varie respectivement de 12 a 15
mois, de 17 3 20 mois et de 2 ans (NG et al., 1997).

Dans leurs études menées sur la différenciation des
isolats de virus de l'igname, GOUDOU-URBINO
et al. (1996b) mettent en évidence I'absence de rela-
tion entre l'origine des isolats (géographique ou
especes hotes) et la grande variabilité des différentes
souches virales. Ces derniers préconisent |’applica-
tion de procédures phytosanitaires plus rigoureuses
pour éviter l'introduction de matériel infecté lors
d’échanges internationaux.

En conclusion, pour les échanges de matériel végétal,
ne subsiste que les contraintes d’indexation, et d’'éra-
dication pour le matériel virosé. Toute diffusion de
matériel, réalisé depuis lors, n’a concerné que les
accessions cataloguées indemnes des virus dont mai-
trisait a I’époque I'indexation.

Conclusion et perspectives

Ce chapitre tente de préciser les différentes
études a réaliser permettant la conservation et
I’échange de germoplasme en général, et chez les

ignames, en particulier, dans le cadre des ressources

génétiques des plantes. La conservation d’'un germo-
plasme est, d’'une part, en amont, tributaire des col-
lectes ou introductions de matériel, et d’autre part, en
aval, dépendante d’une bonne connaissance de ses
accessions (évaluation, caractérisation) et de leur état
phytosanitaire. Mais la bonne conservation d’un ger-
moplasme dépend aussi des techniques qui lui seront
appliquées. Une combinaison de plusieurs méthodes
(in situ — collection au champ —, ex situ — collec-
tion in vitro —, croissance ralentie, cryoconservation)
conduirait a de meilleurs résultats dans le cas de
I'igname (HANSON, 1986).

Selon PERRINO (1992), les collections de plantes, in
vivo ou in vitro, seront toujours indispensables aux
biotechnologues. Ces derniers, ne pouvant inventer
par eux-mémes des geénes, dépendent étroitement des
génes que recéle la nature.

La culture in vitro de I'igname contribue a la sauve-
garde de la biodiversité du genre Dioscorea. Une
application des résultats obtenus en cryoconserva-
tion, sur 2 espéces d’'igname, a un plus grand nombre
d’espéces, devrait permettre un transfert de techno-
logie. L'utilisation de nouvelles techniques, d’une
part pour I’élimination des pathogeénes (électrothé-
rapie, microgreffage), en complément de celles déja
existantes, et d’autre part, pour |’obtention de plantes
résistantes A certains virus (transformation), devrait
garantir a I'igname le statut de plante « indemne de
virus » et permettre les échanges internationaux, et a
long terme une distribution de cultivars sains pour le
paysan.

Considérant que nous sommes actuellement capables
de:

— gérer en routine des collections in vitro maintenues
dans des conditions de croissance ralentie ;

— caractériser les accessions avec les techniques iso-
zymiques et moléculaires ;

— indexer pour un plus grand nombre de virus ;

— produire quelques vitroplants indemnes de virus ;

— assurer la distribution internationale et le sevrage de
ce matériel a partir d’'une collection in vitro en crois-
sance ralentie, correspondant bien & une banque
active, quelles peuvent étre les perspectives a envi-

sager ?

Les différentes études, a développer ou a continuer
sur la conservation et sur I’état phytosanitaire d’un
germoplasme, peuvent étre :

— le renforcement de la conservation de germoplasme
par un développement de la conservation in situ
(« conservatoire »), et la conservation sous la forme
de banque de graines ;

— I'application des résultats obtenus en cryoconserva-
tion a un plus grand nombre de génotypes, plus
représentatif de la diversité ;

— la continuation de recherches de techniques d’in-
dexation et de thérapie pouvant permetire, a I’avenir,
de transférer sans contraintes du matériel sain.
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