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Résumé

La réalisation de croisements dirigés dans le cadre du Programme
d'amélioration génétique des arbres nécessite I'utilisation de pollen
ayant une viabilité élevée afin de maximiser le rendement en
graines. En ce sens, I'évaluation de viabilité des lots de pollen
devient un outil Important dans le processus de pollinisation artifi-
cielle. Actuellement, cette évaluation est réalisée grace aux tests de
germination in vitro. Ces tests représentent un bon indicateur de la
qualité du pollen. Toutefois, le délai au cours de la mise en culture
est trés long (3 jours) par rapport a la période de réceptivité des
fleurs femelles (entre 3 et 4 jours). Ainsi, il devient pertinent de mettre
au pointdes tests qui permettent d'estimer rapidement (moins d'une
journée) le taux de viabilité d'un lot de pollen. Cependant, le déve-
loppement de ces techniques nécessite préalablement la mise au
point d'une gamme de viabilité qui permettra d'établir éventuelle-
ment la corrélation entre les résultats issus des tests de germination
et ceux des tests rapides. Ainsi, des lots de pollen de pin gris ont été
soumis a des traitements de chaleur afin de diminuer graduellement
la viabilité du pollen. L'effet de la chaleur sur la viabilité du pollen est
trés marqué au cours de la premiére heure de traitement. A 73 °C,
la réduction du taux de germination est trop rapide pour que l'on
dispose de valeurs échelonnées a l'intérieur de la gamme de
viabilité. A 60 °C, l'effet est irrégulier, rendant les résultats peu
fiables. A 65 °C, la décroissance de la viabilité est réguliére tout en
étant plus importante au cours de la premiére heure.

Mots-clés : pollen, germination in vitro, température, gamme de
viabilité, Pinus banksiana, pin gris.
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Abstract

Geneticists and breeders need pollen with high viability to improve
seed yield. This viability can be assessed by in vitro germination.
This technique is a good indicator of pollen quality but it Is too long
(3 days) as compared to the period of female flowers receptivity
(3 or 4 days). In this context, it would be useful to develop tests
which would allow measuring a pollen sample’s viability in less than
a day. However, to develop these techniques, we must first establish
a viability scale allowing for eventual correlations between results of
the rapid and germination tests. We looked for a treatment that would
gradually aiter the ability of pollen to germinate, and would thus yield
different germination rates. Jack pine pollen samples were subjec-
ted to different heat treatments to decrease their viability. This
reduction is very important during the first hour of treatment. At
73°C, it is too rapid, and a gradual decrease cannot be observed.
At 80 °C, the effect is irregular and therefore the results are not
reliable. At 65 °C, the reduction of viability is regular, but it is still
more important during the first hour of treatment. The germination
rates are well dispersed along the viability scale.

Key words : pollen, in vitro germination, temperature, viability range,
Pinus banksiana, Jack pine.
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Figure 1. Contenants utilisés pour les traitements de chaleur du pollen de pin gris : a) vue en trois dimensions; b) coupe longitudinale du cylindre.
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Introduction

Les travaux de pollinisation compris dans le Programme
d'amélioration genétique des arbres forestiers exigent du
pollen ayant un taux de viabilité élevé afin de maximiser le
rendement en graines. Dans cette optique, la viabilité du
pollen peut étre évaluée en déterminant le taux de germina-
tion in vitro sur un milieu de culture adapté et dans des
conditions spécifiques a chaque espéce. Cette technique
s'avére fiable bien que fastidieuse. De plus, les résultats
pour le pollen de pin gris (Pinus banksiana) ne sont obtenus
qu'aprés trois jours d'incubation alors que la période de
I'anthése ne dure que de 3 a 4 jours (CoLas 1992). Il devient
ainsi pertinent de mettre au point des tests qui permettent
d’estimer rapidement (moins d'une journée) le taux de via-
bilité d'un lot de pollen (BINDER et BALLANTYNE 1975, CHING
et al. 1975, CHING et CHING 1976, HesLoP-HARRISON et al.
1984, WeBBER et BoNNET-MAsiMBERT 1988, WeBseR 1991).

Le développement des tests rapides nécessite au préalable
la mise au point d'une gamme de taux de viabilité. Une
courbe d'échantillonnage sera alors établie entre le résultat
du test rapide et le taux de germination. Par la suite, la
détermination rapide sera suffisante pour déterminer le taux
de germination de I'échantillon. Malheureusement, peu
d'études ont abordé cet aspect. Knox et al. (1972) ont
développé certaines techniques pouvant faire décroitre pro-
gressivement la viabilité du pollen en utilisant la congélation
et 'irradiation par rayons gamma. Par ailleurs, CoLas (1992)
a testé l'effet sur la viabllité d'une exposition du pollen de pin
gris & différentes températures (40 °C et 50 °C). A I'issue de
ces traitements, aucune réduction significative du taux de
germination in vitro du pollen n'avait été observée. D'autres
travaux ont démontré qu'une température trop élevée tuait
le pollen aprés une heure d'exposition (PHiLIPPE 1993).

A Iissue de I'étude de CoLas (1992), il apparait que I'appli-
cation de températures situées entre 50 et 75 °C fournirait
des résultats permettant d’établir une gamme de viabilité.
L'exposition du pollen a la chaleur présente les avantages
d'étre trés facile & exécuter et d’exiger peu d’équipement. La
présente étude porte donc sur la mise au point d'un traite-
ment d'exposition a la chaleur afin d'obtenir une décrolis-
sance réguliére du taux de germination in vitro du pollen de
pin gris. Le pin gris a été retenu en raison de I'abondance
des fleurs méles produites chaque année et de la grande
facilité de manipulation et de mise en culture de son pollen.

Matérlel et méthodes
Matériel

Le pollen de pin gris a été récolté le 17 mai 1993 dans un
parc & clones situé a I'arboretum de Lotbiniére (46 ° 30 ' N;
71 ° 55 ' O). Les fleurs males ont été récoltées sur une
vingtaine de clones différents, greffés en 1976. Dés la
récolte, toutes les fleurs méales ont été mélangées. Aprés un
séchage des fleurs de 16 heures & 25 °C dans un four &
convection, le pollen a été extrait, séché & 40 °C durant
4 heures, puis répani dans des flacons en verre de 10 ml (de
type contenant & pénicilline) et conservé a 4 °C dans un
dessiccateur contenant de la Drierite. Chaque flacon conte-

nait environ 7 ml de pollen. Durant la premiére semaine de
conservation, les bouchons en caoutchouc des bouteilles
ont été percés avec une aiguille de seringue de fagon a
permettre I'élimination des gaz pouvant se dégager pendant
la conservation.

Méthodes
Traitement du pollen par la température

Une quantité de pollen équivalant a 3 ml environ a été
déposée en couche mince et uniforme dans un cylindre en
chlorure de polyvinyle (diamétre intérieur de 10 cm) dont les
ouvertures sont fermées avec une toile en nylon Monotoron
a fils soudés de mailles de 35 um (Société Tripeite et
Renaud). Ces toiles sont maintenues a l'aide d'un collet
métallique ajustable. La toile supérieure a pour objet d'éviter
toute contamination entre les échantillons alors que celle du
fond a été doublée afin d'éviter les fuites de pollen (figure 1).

Quatre répétitions furent réalisées pour chaque température
testée. Les cylindres ont été disposés sur la grille centrale
d'un four & convection préchauffé a la température choisie
(Precision Scientific Economy Model 18EM). Grace a la
circulation de I'air, un équilibre de température entre I'échan-
tillon et I'extérieur a été rapidement atteint.

Chaque répétition a nécessité I'emploi de 3 ml de pollen.
Pour chaque expérience, deux flacons ont été utilisés. De
fagon a disposer d'un méme échantillon pour les quatre
répétitions, le contenu de deux flacons a été mélangé puis
divisé en quatre sous-échantillons équivalents.

Lors de chaque prélévement, tous les cylindres ont été sortis
du four au méme moment. Aprés homogénéisation, un
sous-échantillon représentatif de chaque répétition a été
prélevé a l'aide d’'une spatule métallique. Le pollen a été
déposé dans un microtube Eppendorf de 1,5 ml. Les cylin-
dres ont été replacés tout en modifiant leur emplacement
dans le four de fagon a éviter un éventuel effet de position,
La température dans le four a été évaluée tout au long de
I'expérience de fagon a quantifier les éventuels écarts
pouvant apparaitre au cours du temps.

Les températures testées étaient de 60, 65 et 73 °C. Les
intervalles de temps entre chaque prélévement ont varié au
cours de 'expérience. Durant la premiére heure, les prélé-
vements ont eu lieu toutes les dix minutes puis, durant les
trols heures suivantes, toutes les trente minutes et enfin
toutes les heures pour les trois heures restantes. Au total,
quinze prélévements ont été réalisés, y compris au temps
Zero.

Une étude réalisée sur le pollen de Brassica a montré une
baisse significative de la viabilité du pollen lors d'un traite-
ment par la température. L'effet est significatif dés 60 °C
(Rao et al. 1992). Des résultats préliminaires (données non
publiées) montrent une décroissance trés rapide du taux de
germination au cours de la premiére heure du traitement. En
conséquence, la fréquence des prélévements a été aug-
mentée durant la premiére heure de traitement, puis ils ont
été espacés car l'effet de la température devenait plus lent
a apparaitre.
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Figure 2. Suivi du taux de germlnatlon (exprimé en pourcentage) du pollen de pin gris avec un traitement de température & :
a) 60 °C, b) 65 °C et c) 73 °C. Les barres verticales correspondent aux écarts-types.
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Evaluation de la viabilité du pollen

Le pollen a été rapidement mis en culture sur le milieu de
BRewBAKER et Kwack (1963) additionné de 5 % de saccha-
rose et de 1 % d'agar et dont le pH est ajusté a 5,3. Ce milieu
est coulé dans une boite de Pétri de 10 cm de diamétre. Un
disque de papier filtre stérile, humidifié avec de I'eau stérile,
a été déposé dans le couvercle de la boite de Pétri de fagon
a réaliser une réhydratation du pollen et a éviter la dessic-
cation. La boite est scellée a I'aide d’'une bande de Parafilm.
La durée d'incubation nécessaire pour un taux de germina-
tion maximum est de 3 jours & 25 °C et & I'obscurité. Pour
limiter les contaminations fongiques et bactériennes, la mise
en culture a di étre réalisée dans des conditions stériles
(milieu de culture stérilisé en autoclave et coulé dans des
boites de Pétri stériles, travail sous une hotte a flux laminaire
a proximité d'une flamme). Ces conditions de culture ont été
établies lors d'une étude précédente (CoLas 1992).

L'observation du pollen a été réalisée en déposant directe-
ment la boite de culture sur la platine du microscope optique.
Le grossissement utilisé a été de 100 X. Le taux de germi-
nation a été déterminé a l'issue des trois jours de culture. On
considére comme germés les grains de pollen ayant émis
un tube pollinique dont la longueur est deux fois supérieure
a leur diamétre. Le taux de germination a été estimé selon
le rapport suivant :

Nombre de grains germés
Viabilité (%) = x 100 [1]
Nombre total de grains

La table fournie par STANLEY et LiNskens (1974) donne la
taille de I'échantillon @ dénombrer pour obtenir des résultats
statistiquement valables au seuil de 5 % (voir annexe).

Résultats

Pour chaque traitement appliqué, les mesures de la viabilité
du pollen montrent une décroissance plus ou moins rapide
au cours du temps. Dans chaque cas, la premiére heure de
traitement entraine une trés forte perte de viabilité.

Traltement & 60 °C

Au cours de la premiére heure de traitement, le taux de
germination passe, en moyenne, de 69,8 & 22,6 %. Par la
suite, la courbe devient irréguliére et aboutit, au bout de sept
heures (420 minutes), & une valeur de 5,8 % (figure 2a).

Au bout de 30 minutes, le taux de germination mesuré
est supérieur a celui observé au prélévement précédent
(20 minutes). Une telle augmentation est aussi observée a
90 et 180 minutes.

Traitement & 65 °C

La chute du taux de germination est trés forte durant les
soixante premiéres minutes. Le taux de germination passe
en moyenne de 58,9 & 19,8 %. Entre 90 et 150 minutes, un
plateau est atteint & 15 %. Puis la décroissance est réguliére,
pour aboutir a zéro aprés six heures (360 minutes) d'expo-
sition (figure 2b). On observe une augmentation du taux de
germination a 50 minutes.

Traitement & 73 °C

Les dix premiéres minutes d'exposition entrainent une trés
forte réduction du taux de germination, qui passe, en
moyenne, de 78,6 &4 9,2 %. Au bout de 150 minutes, le taux
de germination est nul (figure 2c).

Discussion

Les trois traitements appliqués entrainent une réduction
significative du taux de germination du pollen. Celle-ci est
plus ou moins rapide selon latempérature. L’application d'un
traitement & 73 °C entraine la mort du pollen en 150 minutes.
La perte de viabilité observée est trés rapide, c'est-a-dire
moins de soixante minutes. A une telle température, il fau-
drait réduire l'intervalle de temps entre les prélévements
pour observer une diminution moins brutale du taux de
germination. Ceci est impossible car les contraintes asso-
ciées a la manutention des contenants lors des préléve-
ments limitent I'intervalle de temps entre chaque
prélévement a un minimum de dix minutes afin de maintenir
la température la plus constante possible dans le four.

Le traitement & 60 °C permet au pollen de perdre progressi-
vement sa viabilité au cours des sept heures du suivi. Les
valeurs observées sont trés irréguliéres. De plus, le taux de
germination final est supérieur a zéro (5,8 %). L'application
d'une température de 60 °C provoque des modifications du
métabolisme du grain de pollen. Toutefois, I'observation de
valeurs ne suivant pas une décroissance réguliére indique
que le pollen ne réagit pas de fagon homogeéne. Il se pourrait
que la température de 60 °C soit proche de la valeur critique
apartirde laquelle un effet Iésant de la température peut étre
mis en évidence.

L'exposition du pollen & 65 °C entraine une réduction du taux
de germination du pollen qui est assez réguliére tout au long
des sept heures de traitement. La valeur initiale du taux de
germination est inférieure aux valeurs observées lors des
deux autres traitements. Cette différence peut étre due au
vieillissement du pollen. En effet, les traitements & 60 et
73 °C ont été réalisés avant le traitement a 65 °C; au cours
de cet intervalle de temps, une perte de viabilité, liée aux
conditions de conservation, est possible. La valeur du taux
de germination initial est peu importante mais elle doit tout
de méme étre supérieure a 60 %. En effet, le but de cette
étude est de définir les conditions dans lesquelles une
baisse progressive de la viabilité peut &tre observée,
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La circulation de I'air dans le four a convection utilisé permet
d’établir rapidement un équilibre de température entre le
matérieltraité et le milieu extérieur. De plus, I'utilisation d'une
fine toile pour couvrir les cylindres contenant le pollen facilite
la circulation de I'air. L'emploi d'un tel dispositif expérimental
permet d’appliquer des traitements de courte durée et ainsi
mettre en évidence un effet rapide de la température sur le
taux de germination du pollen. Toutefois, l'intervalle de
temps minimum entre deux prélévements doit étre fixé a dix
minutes. En effet, le temps nécessaire & la manutention des
contenants lors des prélévements entraine une certaine
baisse de température a l'intérieur du four et la multiplication
des prélévements trés rapprochés nuirait au maintien d'une
température stable. La mesure de la température au cours
de I'expérience a révélé des variations. Quelle que soit la
température testée, les variations sont de la méme ampli-
tude, c'est-a-dire de plus ou moins 2 °C.

Au cours du traitement, le taux de germination du pollen a
pu présenter une certaine augmentation. Ce phénomene est
sans doute attribuable a la technique retenue pour le test et
I'évaluation de la germination du pollen. En effet, le pollen
est déposé a l'aide d'une spatule sur le milieu de culture.
Réalisé manuellement, cet ensemencement n'est pas
toujours régulier, ce quipeut entrainer la présence de zones
ol la densité de pollen est localement élevée, Plus la densité
des grains de pollen est élevée, plus la germination des
grains est favorisée et les tubes émis sont de plus grande
taille. BREwBAKER et Kwack (1963) ont attribué cet « effet de
groupe » & la libération de calcium par les grains de pollen,
dans le milieu de culture, qui favoriserait le développement
des tubes polliniques. La réalisation de multiples mesures
sur un méme échantillon permet de révéler les variations du
taux de germination non représentatives du traitement ap-
pliqué. Il est donc important de se placer dans des conditions
d'expérience les plus constantes possibles, notamment en
réalisant un ensemencement le plus régulier possible, pour
chacun des prélévements.

Méme sil'on connatt les effets du traitement, les valeurs des
taux de germination seront spécifiques a chaque échantillon.
Tous les échantillons utilisés pour la réalisation de ce travail
proviennent d’'un mélange de pollen de pin gris récolté sur
différents arbres de clones différents mais de la méme
provenance géographique. De nombreux auteurs qui ont
travaillé sur la mise au point des tests de germination in vitro
de pollen de différentes espéces ont constaté des résultats
différents en raison du génotype ou du cultivar des pollens
testés (FERNANDEZ-EscoBaR et al. 1983, LA PORTA et ROSELLI
1991, Won Lkt et al. 1985). L'étape suivante de ce travail
sera d'appliquer le traitement & 65 °C & des pollens prove-
nant d’arbres bien identifiés; ainsi, un effet du génotype
pourra éventuellement étre identifié.

Conclusion

Cette étude est I'étape préliminaire & lamise au point de tests
rapides permettant une évaluation quasl Instantanée de la
viabilité du pollen. Le pollen de pin gris traité durant sept
heures & 65 °C présente une réduction progressive de la
viabilité qui correspond bien aux buts visés.

Par ailleurs, le pollen utilisé pour cette étude est un mélange
de différents clones; Il est fréquent de mettre en évidence
des différences de comportement du pollen en raison de la
variété ou du génotype. La mise au point de corrélations
entre les taux de germination et des valeurs d'indices biolo-
giques pourra ensuite étre réalisée aprés qu'on aura vérifié
I'effet du génotype.
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Annexe

Tallle de I’échantilion & dénombrer pour avolr des données statistiquement valables au seull de 5 %
(tiré de STANLEY et LINSKENS 1974)

Pourcentage de germination (%)

Nombre de grains & compter

1 ou 99

5o0u 95

10 ou 90
15 ou 85
20 ou 80
250u75
300u 70
35 ou 65
40 ou 60
45 ou 55

50

15

73
138
196
246
288
323
350
369
380
384
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