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Établissement d'une gamme de viabilité du pollen de pin gris 

F.D.C. 183 (W73X714) 
L.C. SD 398.5 P 575 

La réalisation de crobrnenta dirlgb dans le cadre du Pmgmfntnb 
d'am6lmration gBnBüque des arbres n.8cessite l'utilisation de pollen 
ayant une dabillte Blevbe afin de maxlrnlser le rendement en 
grainea. En ce sens. I0&valuatiwi da vlnbllltb des lob de pl len 
devlenl un outil lrnpwtant dans le proûessus de pollinisation adfi- 

O cielte. Actuellement, cette Bvduation est &alls6e grâce aux tmta de 
germfnation in idtm. Ces tests rephsentent un bon indicateur de la 
qualit4 du pollen. Toutefois, le dbld au wcin de la mise en wlture 
est trbs Iwig (3 Jours) par rapport a la pende de rbceptlvlt4 des 
fleurs femelles (entre 3 et 4jours). Ainsi. lldevlent pertinent de mettre 
au polntdes tests qui pmettent d'estlmerrapldement (mdns d'une 
journhe) le taux de vlabilite d'un lot de pollen. Cependant, le d4ve 
loppernent de ces techniques n b s i t e  prbalablement la mlse au 
point d'une gamma de vlabilitb qui pemet!ra d'btablir Bventuelle 
ment la mrrélation entre les rbsultats issus des Csis do germination 
et ceux des tests rapides. Ainsi, des lobde pollen de pin gris ont BtB 
soumis à des traitements de chaleur afin de diminuer graduellement 
la viabilitd du pollen. L'effet de lachaleur sur Iaviabilitb du pollen est 
txhs marque au murs de la premier8 heure de traitement A 73 OC. 
la rbduction du taux de germination est trop rapide pour que l'on 
dlspose de valeurs BchelonnBes a I'intbrieur de la gamma de 
viabilitb. A 60 OC, l'effet est irrbgulier. rendant les hsultats peu 
fiables. A 65 OC, ta dbmissance de la viabilitb est rbgulihre tout en 
Btant plus Importante au mura de la premibre heure. 

Mots-dBs : pollen, gemlnation In vitro, tempbrature, gamme de 
viabiiitb, Pinus bankslana, pln gris. 

Gan- and bm&m n e e d p k n  wnh Mgb vhbiIIty ta knpmve 
seed yleld. Fhb arrn ba espapsed by in rlb gemlnation. 
This lechnlque la a good I n h l o r  of polfen qualls. brA f i  19 tao /mg 
(9 days) 8s compared lo the pen'od ot lemale flo~owers recepbivfv 
(3 or 4 &pl. In thfs contexl, n' w I d  be us&/ fo develop tests 
WfiIch would allow meesurlng a pollen sampb's dabiflS. In les9 thsn 
s &y. Howver, to dewlop these techniques, we must 6rsi establlsh 
a v/ab#ity scale allowing for evenml cemlatfons between results of 
the rapidarw'germlnation tests. We Iwked for a treamient Fha t would 
gmdually alter the abiliiy ofpollen to geminate, and would thus yieiid 
diflererrf gerrnlnation rates. Jack pine pollen samples were srrbjeE 
ted to difierent b a t  treatmenC to decmase theif vjabiliiy. 731s 
redrrcilon is very Importent during the 6r3t Mur of treatment. A I  
73 OC, it Es too mpid, and a gradua! decrease cannaf be obsemd. 
At 60 OC, the effect is irregular and therefore the results are not 
rellable. At 65 OC, the reduch'on a f viabiliiy is reguiar, but it is &il/ 
more important during Hie first hout of ireatment. fhe germination 
mtas are well ~spersed almg the viability =ale. 

Key wrds  : potïen, in vitro germimlion, lemperalure, viabilîiy range, 
Pinua banksiana, Jackplne. 
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lntroductlon 

Les travaux de pollinisation compris dans le Programme 
d'amélioration génétique des arbres foreçtierç exigent du 
pollen ayant un taux de vlabllrté élevé afin de maximiser le 
rendement en graines. Dans cette optlque, la vlabilité du 
pollen peut Etre évalub en déterminant le taux de germina- 
tfon in vitro sur un rnllleu de culture adapté et dans des 
conditions spécfflques à chaque espèce. Cette technique 
s'avére fiable bien que fastidieuse. De plris, les résultats 
pour le pollen de pin gris (Pinus banhiana) ne sont obtenus 
qu'après trois jours d'incubation alors que la période de 
I'anthése ne dure que de 3 9.4 jours (COLAS 1992). 11 devlent 
ainsi pertinent de mettre au polnt des tests qul permettent 
d'estimer rapldement (moins d'une journée) le taux de via- 
bilité d'un lot de pollen (BINDER et BALUNNNE 1975, CHINO 
et a!. 1975, CHING et GHING 1976, HESLOP-HARRISON et al. 
1984, WEBBER et BONNET-MASIMBERT 1988, WEBBER 1991). 

Le développement des tests rapldes nécessite au pr6alable 
la mise au point d'une gamme de taux de viabitRe. Une 
courbe d'échantillonnage sera alors établie entre Ee résubat 
du test rapide et te taux de germinatfon. Par ta suite, la 
détermination raplde sera suffisante pour déterminer le taux 
de gerrninatlon de l'échantillon. Malheureusement, peu 
d'études ont abordé cet aspect. KNOX et a!. (1972) ont 
développé certaines techniques pouvant faire décroitre pro- 
gressivement la viabilité du pollen en utilisant lacongélation 
et l'irradiation par rayons gamma. Par ailleurs, COLAS (1 992) 
a testé l'effet sur fa viabtlité #une exposaion du pollen de pin 
gris a différentes températures (40 'C et 50 OC). A I'lssue de 

a ces traitements, aucune réduction signtficative du taux de 
germination in vitro du pollen n'avait été observée. D'autres 
travaux ont démontrb qu'une température trop élevée tuait 
le polfen après une heure d'exposition (PHILIPPE f 993). 

À l'issue de i'étude de COLAS (1992), 11 apparaït que I'appll- 
catlon de températures situées entre 50 et 75 O C  fournirait 
des rksultats permettant detablir une gamme de viabilité. 
L'exposition du pollen à la chaleur présente les avantages 
d'être tr4s facile A executer et d'exiger peu d*équ[pement. La 
présente étude porte donc sur la mise au point d'un traite- 
ment d'e~oslt lon A la chaleur afin d'obtenir une décrols- 
sance régulière du taux de germination in vitro du pollen de 
pin gris. Le pin gris a été retenu en raison de l'abondance 
des fleurs mâles produites chaque année et de la grande 
facllltk de manipulation et de mise en culture de son pollen. 

Matériel 

Le pollen de pin gris a .été récolté le 17 mal 1993 dans un 
parc a clones situé à I'arboreturn de Lotbinière (46 O 30 ' N; 
71 O 55 ' O). Les fleurs miles ont été récortées sur une 
vingtaine de clones différents, greffés en 1976. DBs la 
récolte, toutes les fleurs mâles on2 &e mélangées. Après un 
séchage des fleurs de 16 heures a 25 O C  dans un four à 
convection, le pollen a et6 extrailt, séché A 40 OC durant 
4 heures, puls réparti dans des flacons en verre de 10 ml (de 
type contenant à pénicilfine) et conservh A 4 OC dans un 
desçlccateur contenant de la Driedte. Chaque flacon conte- 

nait environ 7 ml de pollen. Durant la prerniére semaine de 
consewatlon, les bouchons en caoutchouc des bouteilles 
ont été percés avec une aigullle de seringue de façon à 
permettre I'élimlnation des gaz powant se dégager pendant 
la conservation. 

Méthodes 

Traitement du pollen par la tempérafum 

Une quantite de pollen équivalant A 3 ml environ a été 
déposke en couche mlnce et uniforme dans un cylindre en 
chlorure de polyvinyle (dlarn8tre Interieur de 1 O cm) dont les 
ouvertures sont ferrnks avec une toite en nylon Monotoron 
à fils soudés de mailles de 35 prn (Srniété P'ptte et 
Renau4. Ces toiles sont maintenues Ci raide d'un collet 
métallique ajustable. Ca tolle supérieure a pour objet d'éviter 
toute contamination entre les échantillons alors que celle du 
fond a été dwblée afin d'éviter les fuites de pollen (figure 1). 

Quatre répétntons furent réalisées pour chaque température 
testée. Les cyllndres ont été dlsposés sur la grille centrale 
d'un four 4 convection préchauffé a la temperature cholsle 
(Pmision ScientifFc Emnomy Mode1 18EM). Grâce a la 
circulation de I'alr, un équilibre de température entre I'echan- 
tillon et l'extériewr a été rapidement attelnt. 

Chaque répétition a nécessité l'emploi de 3 ml de pollen. 
Pour chaque expérience, deux flacons ont été utilisés. De 
façon A disposer d'un même échantillon pour les quatre 
répétitions, le contenu de deux flacons a été mélange puis 
divise en quatre sous-échantiltons équivalents. 

Lors de chaque prélévement, tous les cylindres ont été sortis 
du four au même moment. Après homogénéisation, un 
sous-khantillon reprkçentatif de chaque répétition a été 
prélevé a l'aide d'une spatule métallique. Le pollen a été 
depose dans un microtube Eppendorf de 1,s ml. Les cylin- 
dres ont été replaces tout en modifiant leur emplacement 
dans le four de façon A éviter un éventuel effet de position. 
La température dans le four a été kvaluée tout au long de 
t'expérience de façon a quantifier les éventuels écarts 
powant apparaître au cours du temps. 

Les températures testées étaient de 60, 65 et 73 OC. Les 
intervalles de temps entre chaque prélévement ont varié au 
cours de l'expérience. Durant la premihre heure, les prélè- 
vements ont eu lieu toutes les dIx minaes puis, durant les 
trois heures suivantes, toutes les trente mlnutes et enfin 
toutes les heures pour les trois heures restantes. Au total, 
quinze prélèvements ont ét6 réalisés, y compris au temps 
zéro. 

Une élude réallsée sur le pollen de Brassïca a montré une 
baisse slgniflcatlve de ta vlabllité du pollen lors d'un traite- 
ment par la temphrature. L'effet est signiiicatif dès 60 'C 
( h o  et al. 1992). Des résultats préliminaires (données non 
pubtiées) montrent une décrolsçance tréç raplde du taux de 
germlnatlm au murs de Ca première heure du tralternent. En 
conséquence, la fréquence des prél&vements a et15 aug- 
mentée durant la prernlére heure de traitement, puls Ils ont 
été espacés car l'effet de ta température devenait plus lent 
à apparaitre. 
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Figure 2. SUM du taux de gemilnadwi [eiiprlmh en pourcentage) du @en de pln gris avec un trahement de température A : 
a) 60 O C ,  b) 65 O C  et c) 73 OC. Les barres verticales correspondent aux écarts-types. 
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La circulation de l'air dans le four a convection utilish permet 
d'établit rapldement un kquilibre de température entre le 
matériel traité et le milleu exterleur. 0s plus, I'utllisation d'une 
fine toile pour couvrlr les cylindres contenant le pdlen facllie 
la circulation de I'air. Cempfol d'un tel dispositif expérimental 
permet d'appliquer des traitements de courte durée et alnsl 
mettre en évidence un effet rapide de la temperature sur le 
taux de germination du pollen. Toutefois, !'intervalle de 
temps minimum entre deux pr&lévements doit ëtre fixé à dix 
minutes. En effet, le temps nécessaire A la rnanutentlon des 
contenants lors des prélévements entraîne une cedaine 
baisse de température 2i l'intérieur du four et la multiplication 
des prélevements très rapprochés nuirait au maintien d'une 
température stabfe. La mesure de la température au cours 
de I'experlençe a révélé des varla2ions. Quelle que soR la 
température testée, les variations sont de la meme ampfi- 
tude, c'est-à-dire de plus ou moins 2 O C .  

Au cours du traitement, le taux de germinatlon du pollen a 
pu présenter une certajne augmentallon. Ge phénoméne est 
sans doute anribuable A la technique retenue pour le test et 
l'évaluation de la gerrninatlon du pollen, En effet, le pollen 
est déposé à raide d'une spatule sur le milieu de culture. 
Réalisé manuel lement, cet ensemencement n'est pas 
toujours régulier, ce qui peut entraîner la présence de zones 
OU la densité de pollen est localement élevée. Plus la densité 
des grains de pollen est élevée, p2us la germlnatlon des 
grains est favorisée et les tubes émis sont de plus grande 
taille. BREWBAKER et KWACK (1963) ont attribué cet ii effet de 
groupe 51 à la libération de calcium par les grains de pollen, 
dans le milieu de cukure, qul favoriserait le développement 
des tubes polliniques. La réalisation de muIliples mesures 
sur un m&me échantillon permet de révéler les variations du 
taux de germination non représentatives du traitement ap- 
plique. II est donc important de se placer dans desconditions 
d'expérience les plus constantes pûssibles, notamment en 
realiçant un ensemencement le plus régulier possible, pour 
chacun des prélèvements. 

Méme si l'on connaît les effets du traitement, les valeurs des 
taux de germination seront spécifiques A chaque échantillon. 
Tous les échantillons utilises pour la rkalisatlon de ce travail 
proviennent d'un mélange de pollen de pin gris récolté sur 
différents arbres de clones différents mais de la mQrne 
provenance géographique. De nombreux auteurs qui ont 
travaillé sur la mise au point des tests de germination in vitro 
de pollen de différentes espèces ont constaté des rkultats 
différents en raison du gendype ou du cuklvar des pollens 
testes (FERNANDEZ-ESCOBAR etal. 1983, L4 PORTA et ROSELCI 
1991, WON CEE et al. 1985). L'étape suivante de ce travall 
sera d'appiiquer le traitement à 65 OC à des pollens prove- 
nant d'arbres bien identifies; ainsi, un effet du génotype 
pourra éventuellement etre identifik. 

Cette éîude est l'étape prbllmlnalre A la mlse au point dei tests 
rapldes permettant une évaluation quasl Instantanée de la 
viabilité du pollen. Le pollen de pln gris traité durant sept 
heures B 165 'C prksente une rbdudion prqresshre de la 
viablYt& qul correspond bien aux buts visés. 

Par ailleurs, le pollen utlllsé pour cette étude est un mélange 
de différents clones; 11 est fréquent de mettre en évldence 
des différences de comportement du pdlen en ralson 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 rkalisk apr&s qu'on aura vérifié 
I'effet du génotype. 

Cette étude n'aurail pu are réalisée sans la précieuse alde 
de monsleur Carol Parent lors de la récotie des échantillons. 
Cette étude est inscrite dans le projet de recherche 
no 3410-032120 (02-01) du Selvice de l'amélioration des 
arbres. 
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Annexe 

fallle de 1'6chantlllon denombrer pour walr des donnderi etatlstlquement valables au seul1 de 5 % 
(tlré de STANLEY et LINSKENS 1974) 

Pourcentage de germlnatlon (X) Nombre de grains à compter 
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