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d'Anthoxanthum odoratum L. s. lat.

Francois Felber et Philippe Jacot

Institut de Botanique, Laboratoire de Phanerogamie, Chantemerle 22, CH-2000 Neuchätel 7

Manuscrit accepte le 8 decembre 1986

Abstract

Felber F. and Jacot Ph. 1987. Androgenetic potentialities of the four Anthoxanthum
odoratum L. s. lat. cytodemes. Bot. Helv. 97: 53-60.

Anther culture was carried out for some natural Anthoxanthum odoratum L. s. lat.
(Poaceae) populations, corresponding to four cytodemes and two degrees of
polyploidy. Cytological observation of the early stages of development showed that several

androgenetic patterns are possible. Albinic callus were obtained for each cytodeme as
well as on all media tested [MS (Murashige and Skoog 1962), N (Nitsch and Nitsch
1969), Potato-2 medium (Chuang et al. 1978), Wh (White 1943)]. The proportion of
anthers showing a growth response (between 0 and 2.7%) depends on the culture medium
and the population. Significant rhizogenesis was obtained, and in only one case a

chlorotic plantlet developed. By karyological observation of several callus originating
from tetraploid cytodemes it was possible to establish dihaploid, tetraploid and in one
case aneuploid chromosome counts.

Key-words: androgenesis - anther culture -Anthoxanthum - natural populations.

Introduction

Jusqu'ici, la culture d'antheres a ete essentiellement utilisee sur des plantes cultivees
(Chu 1982). Pourtant, cette technique appliquee ä des complexes polyploidies spontanes
permettrait, en particulier, d'estimer la variability des potentialites androgenetiques des
differents taxons d'une meme espece collective.

A cet egard, Anthoxanthum odoratum L. s. lat., la Flouve odorante (Poaceae), re-
presente un materiel favorable. Cette espece eurasiatique, devenue synanthropique,
comprend quatre cytodemes correspondant ä deux degres de Polyploidie: A. odoratum
s. str. diploide (2n= 10) et tetraploide (2n 20) d'une part, et A. alpinum Löve et Löve
diploide (2n= 10) et tetraploide (2n 20) d'autre part. Les cytodemes isoploi'des se dis-
tinguent entre autre par la morphologie des chromosomes ä constriction secondaire
(Teppner 1970). Enfin, pour A. odoratum tetraploide, Qureshi et al. (1981) ont obtenu
des cals ä partir de fragments somatiques.

Dans ce travail nous presentons les resultats obtenus par culture in vitro d'antheres

pour les quatre cytodemes de ce complexe polyploide.
1

cytodeme groupe d'individus caracterise par un caryotype particulier

53



54 Francois Felber et Philippe Jacot

Materiel et methodes

Le materiel (tableaux 2 et 3) a ete recolte dans la nature et cultive en jardm experimental. II
comprend des plantes des quatre cytodemes d'A odoratum L s lat et des mtermediaires naturels
A odoratum tetraploide X A alpinum tetraploide (Felber, non pubhe).

Au cours de deux annees successives (1984 et 1985), les inflorescences de 3 ä 16 individus par
population sont recoltees lors de l'appantion des premiers stigmates puis pretraitees ä 4°C
pendant 72 heures (Nitsch et Nitsch 1970) Ce Stade correspond pour beaucoup d'etammes au debut
de la premiere mitose pollmique.

Les epillets sont detaches de la pamcule puis desinfectes ä l'hypochlonte de Calcium (2%,
10 mm et laves deux fois ä l'eau desiomsee sterile. Les etamines sont disposees sur quatre milieux
standards (tableaux 1 et 3) dans des boites de Petri steriles (8,5 centimetres de diametre) ä raison
de 120 etamines par boite Les milieux sont additionnes de saccharose (2, 3 ou 10%) et d'agar (Dif-
co Noble Agar 0,8%), ajustes ä pFI= 5,8, et autoclaves (1 kg/cm2 pendant 20 mm Les cytokimnes
et les auxines (tableaux 1 et 3) sont ajoutees par filtration

Apres la mise en culture, les boites de Petri sont mcubees ä Fobscunte ä 26 °C
Apres une semaine, une centame d'antheres prelevees au hasard sur les quatre milieux sont

fixees au Carnoy (acide acetique. alcool absolu 1 3) puis colorees au reactif de Schiff (Oestergren
et Heneen 1962) pour determiner leur Stade de developpement

Apres six semaines, les cals sont repiques sur un milieu de differenciation (diminution de la
teneur en saccharose ä 1 % et de la concentration des hormones d'un facteur dix) pour mduire l'or-
ganogenese, puis places dans une chambre de culture [lumiere 15 heures (25 °C), obscunte 9
heures (20 °C)].

En 1984, les boites dont au moms une des etamines offre des cals sont notees. En 1985, les
antheres ayant reagi sont denombrees et suivies mdividuellement Les racmes formees sont fixees
et colorees (Östergren et Heneen 1962) pour etablir leur nombre chromosomique.

Resultats et discussion

Une semaine apres la mise en culture, moms de 1% des microspores sont encore
chromophiles. La plupart des survivants ont alors un, deux ou trois noyaux (un noyau
vegetatif et deux noyaux reproducteurs) qui correspondent aux Stades normaux du
developpement.

Quelques grains de pollen presentent des divisions surnumeraires demontrant le
debut de l'androgenese. Ainsi, nous avons observe des microspores ä deux noyaux
reproducteurs et un noyau vegetatif en division (Fig. 1), plusieurs ä 4 (Fig. 2), 7 ou 9

noyaux (Fig. 3) et meme un grain de pollen ä plus de 10 noyaux.
L'existence de microspores ä 4 noyaux identiques (Fig. 2) implique une premiere

division symetrique. Cependant l'observation de noyaux differencies en division (Fig. 1

et 4) montre qu'un developpement est aussi possible apres une premiere division asy-
metrique, equivalent ä la premiere mitose pollinique.

Apres six semaines, les premiers cals apparaissent (Fig. 5 et 6). Dans un seul cas
(population de Pezzeit cultivee sur MS K6D6 en 1984), une embryogenese ap-
paremment directe (Fig. 7) a permis le developpement d'une plantule chlorotique.

Au cours de l'annee 1984 (tableaux 1 et 2), plus de cals ont ete formes sur MS, P2 et
Wh que sur N. Les resultats varient egalement en fonction de la combinaison
hormonale et des genotypes de la population. La presence de cytokinine ne semble pas
indispensable, le milieu Wh D7 ayant egalement produit des cals. La methode utilisee,
recensement des boites presentant des cals ne permet pas d'analyses detaillees.
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En 1985 (tableau 3) deux milieux de culture ont ete choisis: P2, le meilleur en 1984,
et MS, sur lequel s'est developpe la plantule. Deux combinaisons hormonales ont ete
testees: K7D6, pour ses bons resultats en 1984, et BA6D6NAA6, une nouvelle composition.

Deux concentrations de saccharose 3% pour MS et 10% pour P2) ont ete choisies
en plus de celle utilisee en 1984. Dans la mesure du possible, les populations offrant de
bons resultats en 1984 ont ete reprises en 1985 et completees par de nouvelles
provenances.

En 1985, les meilleurs rendements (proportion d'antheres presentant des cals) ont
ete obtenus sur MS (jusqu'ä 2,7%). Iis dependent de la teneur en saccharose mais peu
des combinaisons hormonales. En effet, le rendement de MS 2% est significativement
different de celui de MS 3% (au seuil de 5%). En revanche, le rendement de MS 2%

K7D6 n'est pas significativement different de celui de MS 2% BA6D6NAA6.
Sur P2, des cals ont ete produits dans une seule situation alors que ce milieu a offert

de bons resultats en 1984. L'irregularite de P2 d'une annee ä l'autre peut etre expliquee
par la variabilite de l'extrait naturel.

Le rendement androgenetique par population est compris entre 0 et 0,8%. II varie
d'une population ä l'autre pour un meme cytodeme (A. alpinum tetraploi'de). Les bons
resultats obtenus sur le materiel de Pezzeit en 1984 sont confirmes en 1985. En
revanche, les resultats differant d'une annee ä l'autre (par exemple Pican qui a produit
des cals sur MS en 1985 mais pas en 1984) tiennent peut-etre ä la petite taille des
echantillons. De facon generale, les resultats des deux annees d'experimentation sug-
gerent que le rendement androgenetique dependrait plus des genotypes de la population

que de l'appartenance ä un cytodeme ou ä un degre de polyploi'die particulier.
Malgre plusieurs semaines de developpement ä la lumiere, aucun cal chlorophyllien

n'a ete observe. L'albinisme des structures androgenetiques est un phenomene frequent
chez les Graminees (Pagniez et Demarly 1979) et plusieurs hypotheses ont ete for-
mulees (Sun et al. 1979, Sunderland et Huang 1985).

Tableau 1. Resultats de l'annee 1984; nombre de boites dont au moins une anthere a reagi, en
fonction des milieux et des melanges hormonaux

Milieux K7D7" K7D6 K6D7 K6D6 D7 Totaux
par
milieu

MS 2%b i (8y 3(10) 1 (9) 2 (8) _ 7 (35)
N 2% 2 (7) 1(10) 0(11) 0(10) - 3 (38)
P2 2% 3(10) 3(12) 4(11) 0 (9) - 10 (42)
Wh 2% - 2 (7) 2 (9) 0(11) 3(8) 7 (35)

Totaux
par melange
hormonal

6(25) 9(39) 7(40) 2(38) 3(8) 27 (150)

a Melange hormonal; K kinetine (6-furfuryl-aminopurine), D Acide dichlorophenoxy-2,4-ace-
tique, 7 10 ~7 M, 6 10 M.
b Milieu de culture; MS Murashige et Skoog (1962), P2 Potato-2 medium de Chuang etal.
(1978), Wh White (1943), N Nitsch et Nitsch (1969), 2% teneur en saccharose.
c 1 (8); 1 nombre de boites dont au moins une anthere a reagi, (8) nombre de boites inoculees.
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Fig. 1. Microspore ä deux noyaux reproducteurs et un noyau vegetatif en division. X900.
Fig. 2. Microspore ä quatre noyaux identiques. X900. Fig. 3. Microspore ä neuf noyaux. X900.
Fig. 4. Microspore ä deux noyaux differencies en prophase. X900. Fig. 5. Etamine avec quatre
cals dont deux bien individualises. X 14. Fig. 6. Etamine avec de nombreuses structures andro-
genetiques. X 14. Fig. 7. Debut du developement de la plantule; ebauche des systemes racinaire
et foliaire. X 18. Fig. 8. Cal sur milieu de differentiation presentant une rhizogenese impor-

tante. X0,7
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Tableau 4. Resultats des comptages chromosomiques des cals (1985) en fonction des populations
et des milieux

Cytodemes Populations MS 2% MS 2%

K7D6 BA6D6NAA6

A. alpinum 4x Croix-Morand (F), 82-1535 2n= 10

A. odoratum 2x Pican (YU), 83-1007 2n= 10

A. odoratum 4x Pezzeit (YU), 82-1445 2n= 10 et 20 2n= 10, 11 et 20
A. odoratum 4x Lozere (F), 82-1533 2n 20 2n 20
XA. alpinum 4x

La diminution de la teneur en saccharose et en hormones a induit une rhizogenese
importante (Fig. 8).

Pour les cytodemes diploides, un seul comptage a pu etre effectue sur des meris-
temes racinaires (tableau 4). II correspond au nombre somatique (2n= 10). Son origine
reste indeterminee: gamete reduit suivi d'endomitose, gamete non reduit ou cellule
somatique de l'anthere.

Pour les cytodemes tetraploides, les comptages ont permis d'etablir des nombres
tetraploides, dihaploi'des et aneuploi'de. Les memes hypotheses sur l'origine des cals
diploides d'A. odoratum diploide peuvent etre emises pour les cals tetraploides. Les
comptages dihaploi'des (2n=10) demontrent qu'une partie au moins des develop-
pements androgenetiques sont bien issus d'un gamete reduit. Enfin, le nombre
aneuploi'de (2n= 11) peut etre attribue, soit ä la technique androgenetique, comme cela a
ete demontre chez Hordeum vulgare L. (Mix etal. 1978), soit ä une irregularite mei'o-
tique anterieure ä la mise en culture, comme l'a observe Hedberg (1970) pour
A. odoratum tetraploi'de.

Conclusions

Au cours des deux annees d'experimentation, des cals ont ete obtenus pour les qua-
tre cytodemes d'Anthoxanthum odoratum s. lat. Pour chaque cytodeme, des differences
notables ont ete observees entre les populations: certaines ont produit des cals, d'autres
pas. D'apres nos resultats, le succes de l'androgenese dependrait plus de la population
que de l'appartenance ä un degre de polyploi'die particulier ou ä une des deux especes,
A. alpinum ou A. odoratum. La difficulte d'induire 1'embryogenese, et Falbinisme de
tous les cals, restent des problemes majeurs pour des travaux ulterieurs.

Nous remercions le prof. Ph. Küpfer de ses conseils et de son aide lors de la redaction, Mes-
demoiselles A. Filter et M. Girard pour leur assistance technique ainsi que Monsieur E. Fortis
pour la realisation des documents photographiques.

Ce travail a ete subventionne par le Fonds National de la Recherche Scientifique (subside no
3.047.81). II fait partie de la these de doctorat de F. Felber.

Resume

La culture d'antheres a ete appliquee ä quelques populations naturelles
d'Anthoxanthum odoratum L. s. lat. (Poaceae), correspondant ä quatre cytodemes et deux
degres de polyploi'die. L'observation cytologique des premiers Stades de developpe-
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ment a montre que plusieurs votes androgenetiques sont possibles Des cals albinos ont
ete obtenus pour chaque cytodeme amsi que sur tous les milieux testes [MS (Murashige
et Skoog 1962), N (Nitsch et Nitsch 1969), Potato-2 medium (Chuang et al 1978), Wh
(White 1943)] La proportion d'antheres ayant reagi (entre 0 et 2,7%) depend du milieu
de culture et de la population Une rhizogenese importante a ete induite et dans un seul
cas, une plantule chlorotique s'est developpee L'observation caryologique de plusieurs
cals issus des cytodemes tetraploides a permis d'etablir des nombres chromosomiques
dthaploides, tetraploides et dans un cas aneuploide

Mots-cles - androgenese - Anthoxanthum - culture d'antheres - populations
naturelles
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