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Neuf espéces (sauvages et cultivées) et quelques hybrides interspécifiques sauvage X cultivé ont été analysés par cytométrie
en flux. L'étude confirme I'existence de séries polyploides essentiellement au sein des espéces cultivées. Les index d*ADN
variaient, suivant le clone ou le cultivar analysé, d’'un facteur de | & 3 chez le Dioscorea alata. de 1 3 2,25 chez le Dioscorea
bulbifera et de 1 2 2 chez le Dioscorea cayenensis-rotundata. Chez les especes sauvages, une seule valeur d’index d’ADN
par espéce a été mise en évidence. Lorsque la correspondance entre le nombre de chromosomes et I'index d"ADN était

possible, la taille du génome 1C a été évaluée en picogrammes et en
le génome A chez le D. cayenensis-rotundaia,
Dioscorea prachensilis, et le génome B chez le Dioscorea togoensis. Ces génomes sont

en évidence :

fois plus grand que celui de I"'Arabidopsis.

paires de bases. Deux tailles de génome ont &té mises
le Dioscorea abyssinica, le Dioscorea mangenotiana et le

de petite taille, & peine 1,5 3 2,1
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Nine species (wild and cultivated) and some interspecific (wild x cultivated) hybrids were analysed by flow cytometry.
This study confirms various polyploidy levels within cultivated species. DNA index varied by a factor of 1 to 3 for Dioscorea
alata, 1 to 2.25 for Dioscorea hulbifera, and 1 to 2 for Dioscorea cayenensis-rotundata, depending on the clone or cultivar
considered. In wild species, only one DNA index per species was obtained Whenever a relationship between DNA index
and chromosome number could be established, the size of genome 1C was evaluated in picograms and base pairs. Two

genome sizes were observed: genome A in I,

cavenensis-rofundara, Dioscorea abvssinica, Dioscorea man genoriana, and

Dioscorea prachensilis and genome B in Dioscorea togoensis. These genomes were small sizes. only 1.510 2.1 times larger

than that of Arabidopsis.
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Introduction

L'igname, genre Dioscorea, est représentée par prés de 600
especes sauvages et cultivées réparties sur 1'ensemble des con-
tinents (Knuth 1924). C’est une plante & tubercule dont la mul-
tiplication est exclusivement végétative chez les formes
cultivées.

Ce genre se caractérise par de nombreux pelyploides. On
note des valeurs allant de 2n = 18 4 2n = 140 (Araki er al.
1983; Essad 1984),

Etaat donné I'observation de Ia polyploidie au niveau
intraspéeifique et le mode de multiplication végétatif de
I'igname, il est particulierement intéressant, dans le cadre de
la gestion et de 1'étude d’une collection, de pouvoir appré-
hender le niveau de ploidie de I'ensemble des échantillons,
Cependant, le dénombrement des chromosomes ne peut con-
cerner qu'un nombre limité d'échantillons. Les chromosomes
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sont de petite taille chez de nombreuses espéces et ils ont ten-
dance & s'apglutiner, ce qui rend les comptages difficiles et les
résultats quelquefois contradictoires (Henry 1967: Martin et
Degras 1978; Essad 1984). '

La cytométrie en flux permet, a partir des signaux de fluores-
cerce émis par un fluorochrome spécifique de 'ADN, de
mesurer la quantité d'ADN des noyaux. La teneur en ADN,
évaluée en unités arbitraires (ua) permet de déduire, par rap-
port i un échantillon témoin, la valeur 2C en picogrammes de
chaque échantillon et Ia taille du génome en pairs de bases des
especes étudiées.

Cette méthode indirecte d’analyse des niveaux de ploidie est
largement employée dans le domaine médical (pour une revue,
voir Muvihead er al. 1985). Son application chez les végétaux
est plus récente (Galbraith et al. 1983: Petit et al. 1986: Bino
et al. 1990).
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TasLeau 1. Index d"ADN chez le D. alata, le D. bulbifera et le D. esculenta

D. esculenia
Index d'ADN par o B builbifera s oo v
noyau (ua) Bete-bete  Nza  Indélerminé cultivé Sauvage  Cultivé

D alata

200420 5 6 1

250+12 6 11 5

285+28 _ | 3

305+15 2 |

380+ 19 8
410 1 I ‘
480420 2 1 1

580 1

650 1

Nota : Chez ce especes, il n'exisic pas de caalogue descriptil des vanéés cultivées. Cependant, les paysans
baoulés du centre de Cote-d'voire, distinguent chez le 1. alaa, deux groupes 3 partir de la présence ou |'absence
danthocyanes au niveau de la jeunc tige, du pétiole et des jeunes feuilles. 1e groupe des Nza correspond aux culti-
vars pigmentés et celui des Bez-beté aux cultivars non pigmeniés Les échantillons dont laprésence de pigments
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n'est pas franche constituent le groupe indéterminé.

Chez | igname, les premigres données moléculaires ont con-
cerné I'ADN chloroplastique (Terauchi er al. 1989). Tout
récemment, Arumuganathan et Earle (1991) ont analysé un
échantillon de D. alata et obtenu la valeur de 1,15 pg d’ADN
par noyau.

La présente étude porte sur l'analyse d’une collection
in vitro de 135 échantillons dont 124 représentant neuf espéces
(cing sauvages et quatre cultivées) et neuf hybrides interspéci-
fiques. Elle a pour but d'appréhender la diversité intra- et
inter-spécifique des teneurs en ADN nucléaire et de faciliter
la gestion des ressources génétiques. Elle conduit 3 des con-
sidérations évolutives au sein du genre.

Matériel et méthodes

Matériel

Les 135 échantillons étudiés sont conservés par microbouturage
in vitro 3 'ORSTOM (Institut frangais de recherche scientifique pour
le développement en coopéraiion) de Montpellier. Ces échantillons
viennent pour la plupart de la collection vivante constituée en Cote-
d'lvoire par la Faculté des sciences ct techniques et 1'Institut des
Savanes (I.DES.SA). Ils se répartissent en quatre espces cultivées :
D. alata (41), D. bulbifera (4), D. cayenensis-rotundata (48),
D. esculenta (8); cinq espéces sauvages : I3. abyssinica (3), D. bul-
“ifera (4), D. mangenotiana (11), D. prachensilis (2), D. togoensis
=) et neuf hybrides interspécifiques : D. prachensilis x D. cayenen-
sis-rofundata cv. Krenglé. Toutes les plantes utilisées étaient au stade
de 2 a 3 mois aprés repiquage.

Deux témoins ont été utilisés dans ces analyses : un témoin interne

_ igname qui a servi au calibrage de "appareil et un 1émein riz (Onza

sativa type japonica) utilisé par la suite pour les caiculs de taille du
génome.

Analyse par cytoméirie en flux

Une & deux feuilles d’environ 2 cm? de surface foliaire sont préle-
vées et découpées trés finement a 1'aide d'un scalpe! dans 1 mL de
tampon (Macro Murashige —Skoog, 10 mL: sorbitol, 9,1 g; thiogly-
colate de sodium, 0,56 g: pH ajusté avec hydroxyde de potassium a
7.05—7,1; eau distillée 3 100 mL). Celte opération est réalisée a la
température ambiante (19-20°C).

La suspension obtenue est filtrée  travers une membrane dont la
maille est de 20 pm. Quarante microlitres de Triton A 10% et 80 uL
d’iodure de propidium 4 1 mg/mL sont ajoutés 3 0,5 mL de filtrat.
Aprés homogénéisation au vortex, la suspension est immédiatement
analysée. Un appareil FACScan (Becton Dickinson, Mountain View,
CA) et un laser 4 argon 15 mW i 488 nm ont été utilisés.

Dans cette étude, les coefficients de variation (CV) sont de 'ordre

de 74 10% pour chaque mesure, soit pour 1000 & 2000 noyaux par
¢chantillon. Les tencurs en ADN par noyau sont présentées sous
forme de moyennes (en ua) affectées des écarts maximums observés.

Calcul de la raille du génome
Les teneurs d"ADN (en pg) des différentes especes d ignames sont
calculées d'apres la relation

ADN,;, . ADN

ADN

[1] ADNy, o = £

riz (ua)

aver ADNg, o) (2n = 20) = 0,885 pg {moyenne des valeurs indi-
quées par Arumuganathan et Earle 1991).

En tenant compte des dénombrements chromosomiques réalisés par
différents auteurs (voir tableau 3 et étant donné la relation 1 pg =
0,965 x 10° pb (Strauss 1971 dans Bennett et Smith 1976), on peut
évaluer la teneur en picogrammes puis en paires de bases du génome
1C de.ces différentes espéces. )

Dans cette étude, ne connajssant pas |'origine génétique (auto- ou
allo-polyploide) des foermes les plus hautement polyploides du
D. cayenensis-rotundata, nous avons évalué la teneur 1C moyenne en
picogrammes ¢t eri paires de bases uniquement chez les formes
téraploides pour lesquelles les dénombrements ont été faits.

Résultats

Index d'ADN

Ne disposant pas, pour chaque espice, d'un témoin & nombre
de chromosoines connu, il ne nous parait pas justifié de parler
de niveau de ploidie dans cette partie. En accord avec Brown
et al. 1991, nous avons adopté ie terme d'index d’ADN pour
désigner des teneurs en unités arbitraires.

L'analyse de 41 échantillons du D. alara révéle 6 niveaux
de concentration s'échelonnant entre 200 et 580 va. Cepen-
dant, les teneurs les plus faibles, 200 et 250 ua, sont les plus
fréquentes (34 échantillons sur 41; tableau 1).

Contrairement au D. esculenta homogéne quant a 1'index
d'ADN, le D. bulbifera affiche une variabilité importante.
Quatre teneurs en ADN sont mises en évidence  partir de huit
¢chantillons cultivés et sauvages (tableau 1).

Les 48 échantillons du D. cayenensis-rotundata éndiés
se répartissent en trois niveaux de concentration en ADN
(tableau 2).

La polyploidie s'observe aussi bien pour les variétés de
Cote-d'lvoire que pour celles du Cameroun, deux pays
extrémes de la zone de culture de I'igname en Afrique de
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TABLEAU 2. Index d"ADN chez le D. cayenensis roundara {cultivé), quatre espéces sauvages et

des hybrides cultivé % sauvage

Index d"ADN par noyau (ua)

Espéce Cultivar 210410 280420  4004+40 58544
D. cayenensis-rotundata
Céte-d'lvoire Kangba 1 5
Kponan 1 1
Baniakpa 1
Cocoassié I
Krenglé 3
Kroukroupa 1
Kpokpokpokpo ]
Sopéré l ’
Yaobadou 2
Indéterminé 4 3
Cameroun 5 4
Autres origines géographigues 12
D. abyssinica 3
D. mangenotiana 11
D. praehensilis 7
D. rogoensis 3
Hybrides 9

Nota : Les cultivars du D. cayenensis-rotundata de Cote-d'Ivoire correspondent a ceux décrits par Hamon er al. (1986).
Les échantillons dont I'identification n'a pu étre complétée avant Ia mise en culture in virra constituent la classe indéterminée.

TABLEAU 3. Index d'ADN et taille du génome des especes étudiées

Index d’ADN

Taille du génome 1C

Espece Forme ua pg PE pb x 10°

Oryza sativa type japonica C 200 0,885 0,44 0,42
D. alata L&) 200 0,885

250 101

305 1,34

410 1,81

485 2,15

580 2,56
D. abyssinica S 280 1,24 0,31 0,30
D. bulbifera SetC 285 1,26

& 415 1,84
SetC 470 2,08
9 650 2,88

D. cayenensis-rotundata < 230 1,24 0,31 0,30

400 1,71

480 2,39
D. esculenta G 380 i,68
D. manrgenotiano S 280 1,24 0.31] G,30
D. praehensilis 5 280 1,24 0,31 0,20
D. togoensis S 210 0,93 0,23 0,22
Hybrides

280 1,24 0.31 0,30

Nota : C, cultivé; S. sauvage. La taille du génome 1C a été caleulée a pantir des données suivantes 0. prachensilis

et D. abyssinica - In = 4x (Migge 1952; Martin et Ortiz 196
1980: Zoundjihékpon er al. 1990): D. 1ogoensis - 2n = d4x (Migge 1952); D. mangenotiana

communication personnelle).

"ouest. Cependant, une majorité d’échantillons (28 sur 48)
possede une teneur en ADN de 280 ua. Dans ce cas, I'utilisa-
tion d’échantillons témoins & nombre de chromosomes connus
nous permet de faire correspondre les index d"ADN 3 des
niveaux de ploidie : 280, 400 et 585 ua équivalent respective-
ment & 21 = 4x, 6x et 8x.

Les quatre autres especes étudiées (sauvages) ainsi que les
hybrides D. cayenensis-rotundata cv. Krenglé x D. prachen-

3); D. cavenensis-rotundara : 2n = 4r_Gx et fx (Baquar
2n = 4x (A. Hladik,

silis sont_ homogenes quant a leur index d'ADN. Le D. prae-
hensilis, le D. mangenotiana, le D. abyssinica et les hybrides
ont des teneurs équivalentes entre elles et 3 celle majoritaire-
ment représentée chez le D. cayenensis-rotundata (tableau 2).

Evaluation de la taille du génome de quelques espréces
Le riz sert ici de témoin pour le calcul de la taille du
génome. Chez I'igname, les teneurs en ADN en pic ogrammes
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par noyau variént de 0,885 chez le D. alara a 2 88 chez le
D. bulbifera (tableau 3).

Deux génomes de petite taille, inférieurs i celui du riz, sont
mis en évidence. Ils représentent 71 et 52,4% du génome 1C
en paires de bases du riz (tableau 3). Le génome présent chez
le D. togoensis est inférieur de 26% 3 celui de trois autres
especes sauvages (D. prachensilis, D. abyssinica, D. mange-
notiana) et des formes tétraploides du D. cayenensis-
rotundata.

Discussion

L analyse en cytométrie en flux de huit espéces d'ignames
sauvages et cultivées montre qu’il existe des teneurs en ADN
trés variables au niveau intra- et inter-spécifique, allant de
0.885 a 2,88 pg par noyau.

Si on assimile index d’ADN 3 degré de ploidie, la poly-
ploidie au niveau intraspécifique est de reégle chez les especes
cultivées a une exception prés. En effet, dans cette étude, le
D. esculenta est la seule espéce cultivée invariable quant 4 la
teneur en ADN (1,68 pg/noyau). Ce résultat est en accord
avec celui de Migge (1954) qui indigque 40 chromosomes. 11
apparait contradictoire avec ceux rapportés par Essad (1984)
faisant état de 40, 60, 90 et 100 chromosomes.

En fait, cette espéce serait originaire d’Asie du sud-est. de
Nouvelle-Guinée et des Philippines selon Burkill (1960). Sa
migration & partir de son centre d’origine ne daterait que du
siecle dernier (Coursey 1976). On peut donc se demander
quelle part de la variabilité totale de ’espéce figure en collec-
tion et a ét€ analysée? Une situation comparable a été observée
chez le gombo cultivé (Abelmoschus esculentus). Martin
(1982) et S. Hamon (1988) montrent que la variabilité de la
collection du United States Department of Agriculture est
faible par rapport a celle rencontrée uniquement en Afrique de
'ouest.

Chez le D. alara, les dénombrements de Migge (1952),
Martin et Ortiz (1963) et Ramachandran (1968) font état de
30, 40, 50, 60, 70 et 80 chromosomes. Avec un nombre de
base x = 10, ceci signifie qu'il existe une série polyploide
allant du triploide a I'octoploide. D'autre part, aucune forme
aneuploide n’a été mise en évidence. Nos résultats confirment
I"existence d'une série polyploide. Cependant, ne disposant
pas d’un témoin D. alata & nombre de chromosomes connu,
si on fixe arbitrairement la teneur observée la plus basse
équivalente 4 30 chromosomes soit & 2n = 3x. on obtient
approximativement la série polyploide suivante : 3x, 3,5x,
4, 5x, 6x, 7x, 8,5x. Dans ces conditions, les valeurs 6x et 7x
pourraient correspondre 4 60 et 70 chromosomes. En ce qui
concerne les autres résultats, le paralléle n'est pas aisé & éta-
blir. Les index de ploidie observés ne permettent pas de
différencier le groupe des Nza des Bete-Bete. I 'échantillon-
nage n'est pas suffisant pour conclure que les forts index
d’ADN ne se rencontrent que chez les Nza.

Rapportés en picogrammes, les index d’ADN par noyau
sont de 0,885, 1,11, 1,34, 1,81, 2,15 et 2,56. Si on se réfere
a la valeur donnée par Arumuganathan et Earle (1991), on
constate que celle-ci est trés proche d’une de nos valeurs : 1,15
contre 1,11 pg. Ceci montre que cette méthode d’analyse est
trés fiable. L'échantillon que ces auteurs ont analysé appar-
tient certaincment a la classe d'index de ploidie la plus
représentée chez le D. alata. Contrairement i ces auteurs. il
ne nous parait pas justifié de consjdérer le D. alara comme une
espece diploide. La taille du génome calculée par Arumugana-
than et Earle (1991) n’a donc pas de sens; elle est supérieure

a la taille réelle du génome du D. alara.

Les valeurs indiquées chez le D. bulbifera par Essad (1984)
he sont pas fonction de la forme (cultivée ou sauvage) de
I'espece, mais de son origine géographique : 40, 60, 70, 80
ct 100 chromosomes en Asie et 36, 40, 54 et 60 chromosomes
en Afrique. Etant donné les valeurs x = 10 et 9 en Afrique,
fes €chantillons & 40 et 36 chromosmes sont & 21 = 4x. Dans
notre £tude, les quatre échantillons analysés présentent des
teneurs différentes en ADN pouvant se rapporter 3 4x, 6x,
6,6x, et 9x si I'on fait correspondre le niveau 4x 3 la tencur
en ADN observée la plus faible. Pour les six échantillons afri-
cains, les relations entre les niveaux 4x, 6x, 6,6x et les
nombres de chromosomes reportés dans la littérature peuvent
Etre établies en considérant le nombfe de base x = 9. Dans ces
conditions, dx, Gx et 6,6x correspondent respectivement i 36,
54 et 60 chromosomes. Pour chacune de ces trois especes,
D. esculenta, D. alata et D. bulbifera, il apparait nécessaire
de disposer d’un échantillon témoin 3 nombre connu de chro-
mosomes, pouvant étre diffusé afin de permettre la comparai-
son d’études menées en des lieux différents.

La situation est toute différente pour le D. cayenensis-
rotundata. Chez ce dernier, nous avons établi par I’étude des
mémes échantillons, la correspondance entre le nombre de
chromosomes (40, 60, et 80, selon Zoundjihékpon er al. 1990)
et les teneurs en ADN. Les niveaux 4x, 6x et 8x équivalent
respectivement a 1,24, 1,77 et 2,59 pg d'ADN par noyau. Deés
lors, on consate que le passage de 40 i 80 chromosomes s’ac-
compagne d'un doublement de la teneur en ADN.

Une origine allopolyploide pour les échantillons octoploides
a ¢ pressentie par P. Hamon (1988). Cet auteur a conclu, 2
partir de données électrophorétiques d’isozymes et morpholo-
giques, a une origine hybride interspécifique D. praehensilis X
D. burkilliana pour le cultivar Yaobadou. Récemment, 2 partir
de I'étude du polymorphisme de longueur des fragments de
restriction de I'ADN chloroplastique et de I’ADN ribosomal,
Terauchi er al. (1992) aboutissent également A une origine
hybride interspécifique pour une partie des échantillons du
D. cayenensis-rotundata. Ces auteurs mentionnent comme
parents putatifs, dans la formation de ces hybrides interspéci-
fiques, le D. togoensis et le D. minutiflora, au méme titre que
le D. burkilliana.

Sil'on considére les especes sauvages tétraploides, nos résul-
tats indiquent la présence de deux génomes différant par leur
(aille (voir tableau 3). Le génome du D. rogoensis représente
74% de celui du D. abyssinica, du D. praehensilis ou du
D. mangenotiana (0,23 pg contre 0,31). Compte tenu de ia
teneur en ADN en picogrammes des octoploides (2,59) et celle
du D. prachensilis (1,24), la contribution théorigue du
D. togoensis a la formation de ces octoploides devrait étre de
2,59 - 1,24 = 1,35 pg. Cette valeur est trés éloignée de celle
que nous avons obtenue dans cette étude (0,93 pg). La contri-
bution du D. rogoensis a I'évolution du D, cayenensis-rotiendata
nous parait donc trés hypothétique et reste 3 démontrer.

Deux génomes sont donc caractérisés, 'un (génome A) est
présent chez le D. cayenensis-rotundata, le D. praehensi lis, le
D. abyssinica etle D. mangenotiana, 'autre (génome B), chez
le D. togoensis. Ces deux génomes sont de petite taille, seule-
ment 1,5 & 2,1 fois plus grands que celui du Arabidopsis
(Arumuganathan et Earle 1991).

Enfin, toutes les espices sauvages analysées, hormis le
D. bulbifera, se sont révélées homogenes avec un seul n iveau
de ploidie. Pour les espices se reproduisant uniquemerat par
voie sexuée, ce résulat est logique. La formation de poly-
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ploides, \uellc ue soit leur origine, conduirait soit a un
phénomene de spéciation, soit ne serait qu'une « anomalie »
maintenue par la production d’un tubercule, lui assurant au
niveau individuel la pérennité, mais sans effet sur les généra-
tions ultérieures.

Par contre, chez les especes disposant des reproductions
sexuée et végétative autre que par formation d'un tubercule,
les polyploides peuvent provenir de mutations somatiques sur-
venaat dans des organes tels que les bulbilles. Celles-ci vont
assurer la multiplication et la propagation des clones poly-
ploides palliant ainsi une sexualité défaillante ou inopérante.

On peut alors avoir deux situations : (i) Les formes poly-
ploides sont suffisamment différentes morphologiquement de
I'espece de départ et sont considérées, 3 un moment donné,
comme des especes a part entiere. Dans ce cas, I'espéce de
départ reste homogenc avec un seul niveau de ploidie.

(ii) Chez I'espece de départ, formes polyploides et formes
originelles sont apparemment indistinguables morphologique-
ment. L’espéce prise dans son sens linéen (ensemble d’in-
dividu se ressemblant) et non plus biologique (ensemble des
individus interféconds) apparaitra alors polymorphe pour la
teneur en ADN.

Ce dernier cas explique les observations chez le D. bulbifera
sauvage et traduit la difficulté a étudier un genre dans lequel
la reproduction végétative contribue certainement 2 sa com-
plexité.
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