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Germination et conservation du pollen
de graminées

Gérald-F. COLLET
Station fédérale d'essais agricoles, Lausanne

INTRODUCTION

Certaines plantes parmi les pinacées, les rosacées et les légumineuses
produisent un pollen facile à manipuler par le généticien, en offrant une
robuste vitalité et une conservation aisée de celle-ci au cours du temps
(Visser 1955, King 1963, 1965, Whitehead 1966). Par contre, le pollen
de graminée est d'une grande fragilité et peu de chercheurs ont tenté de

résoudre le problème de sa conservation, se contentant de noter sa
précarité (Jones et Newell 1948, Pope 1939, Sartoris 1942, Sasaki 1925,
Walden 1959). Aussi dès 1966, sur le blé, puis sur des graminées
fourragères, nous avons essayé de prolonger la durée d'utilisation possible
en mettant au point une technique de conservation. Auparavant nous
avons adapté à notre matériel végétal les milieux de germination in vitro
proposés par divers chercheurs (Anthony et Harlan 1920, Kubo 1956,

Pfahler 1965, 1967, Tarami 1961, Lenoble communication personnelle).

Matériel et méthodes

Nous avons utilisé le pollen de quatre graminées : Alopecurus myosuroides,

Triticum vulgare, Dactylis giomerata et Festuca pratensis. Les

épis au début de leur floraison sont coupés et transportés au laboratoire
dans les meilleures conditions de fraîcheur. Après avoir recoupé sous
l'eau leur chaume, ils sont disposés dans des erlenmeyers remplis d'eau
ou de solution saccharosée et conservés à la température du laboratoire
et à l'obscurité jusqu'à la récolte du pollen. A ce moment (généralement

en début de matinée), les vieilles étamines sont éliminées et les épis
sont exposés à la lumière, et quelque temps après (30-60 min) secoués

sur des papiers noirs de manière à recueillir le pollen. Durant l'anthèse,
le milieu de germination est préparé. Il consiste en une solution minérale
variant peu et un mélange de composés organiques où le saccharose se

révèle le meilleur sucre.
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Solution mère minérale :

Eau bidistillée (exempte de cuivre 100 ml
H3BO3 0,2-1 g
Ca(NC>3)2 0,6 g
MgS04-7H20 0,4 g
KNO3 0,2 g

Cette solution est diluée 20 fois par de l'eau bidistillée à laquelle on ajoute
0,7 % de Bacto-Agar Difco et du saccharose en quantité variable suivant la
concentration optimale de sucre requise par l'espèce étudiée.

Ce milieu après avoir été porté à 120°C est coulé soit dans des boîtes
de Pétri en plastique — il peut alors être conservé plusieurs semaines —
soit à raison de 3 ml sur des lames porte-objet de microscopic Le pollen
recueilli est distribué en évitant les amas sur l'agar refroidi. En moins
de 5 min la germination débute (20°C, lumière) et l'examen microscopique

se fait entre 15 et 30 min. Les comptages sont des moyennes
établies sur une dizaine de dénombrements portant chacun sur 100 grains.

Les atmosphères à humidité relative (Hr) constante sont réalisées
dans des récipients étanches contenant des solutions sursaturées de

nitrate d'ammonium (Hr : 63 %), de chlorure de potassium (Hr : 76 %)
et de sulfate d'ammonium (Hr : 80 %). Signalons qu'au moment des

expériences, l'humidité relative de l'atmosphère du laboratoire était
de 30%.

RÉSULTATS ET DISCUSSION

Germination

Suivant la concentration en sucre et la teneur en bore, le pollen des

diverses espèces éclate, germe ou paraît inerte. Les concentrations
optimales de saccharose sont spécifiques (fig. 1) et dépendent du taux de

germination vraie, du pour-cent d'éclatements des grains ou des tubes

polliniques. Dans le cas du blé, la teneur en bore du milieu doit être

plus élevée (0,5 %o) que pour les autres graminées, pour assurer une
germination normale. Mais même dans ces conditions les meilleurs
cultivars testés (Capelle, Vilron et Champlein) ne germent qu'à 40 %
sur des milieux contenant 30 à 35 % de saccharose. Le pollen des variétés
de blé d'automne offre une viabilité supérieure à celui des variétés de

printemps (Relin, Svenno).
Le pollen de dactyle et de fétuque et surtout celui du vulpin germe

mieux. A ce propos, notons que pour le premier la germination est

bonne lorsque la récolte est effectuée en début de matinée, moins bonne

plus tard, tandis que la germination du pollen de fétuque est plus égale
au cours de la journée (Emecz 1960). La figure 1 montre que la concentration

optimale de saccharose est de 15 % pour le vulpin déterminant
une germination totale, de 20 % pour le dactyle provoquant une germi-
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Fig. 1. — Germination du pollen exprimée en % (% G) en fonction de la teneur
en sucre (% S) du milieu nutritif.

A : Alopecurus myosuroides, D : Dactylis giomerata, F : Festuca pratensis.

nation de la moitié des grains présents et de 30 % pour la fétuque qui
germe à 60 %. D'une manière générale, l'absence de sels minéraux
élève le taux de sucre nécessaire.

Conservation

Le pollen de graminée, contrairement à d'autres, ne se conserve pas
dans un air trop sec. Ainsi dans l'atmosphère du laboratoire (30 %
d'humidité relative), le pollen de dactyle, que nous avons choisi pour ces

essais à cause de son abondance, a perdu plus du tiers de ses possibilités
de germination en deux heures et 24 heures après sa récolte, il ne germe
plus du tout. Par contre, à une humidité relative sensiblement plus
élevée (80 %) on note (tableau I) après 48 heures de conservation un

Tableau I
Germination exprimée en % du pollen de dactyle conservé à 80 % d'humidité

relative, sur des milieux plus ou moins riches en saccharose
(moyenne de 6 essais)

Durée de Teneur en saccharose %
conservation 15 18 20 22 25 30 35

0h 35 41 50 43 32 18 6
10 h 33 — 40 — 36 — —
24 h 17 24 34 44 41 — —
48 h 13 — 18 - (15) 37 2
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pour-cent de germination égal aux trois quarts de la germination maximale

enregistrée, à condition d'utiliser une teneur plus élevée en sucre.
La germination est aussi plus lente. En prenant quelques précautions
d'asepsie, il est possible d'augmenter encore la durée de conservation en
maintenant un taux de germination suffisamment élevé. Après 72 heures,

par exemple, l'élongation des tubes polliniques n'a rien perdu de sa

vigueur puisqu'en 30 min, le tube s'accroît d'environ 350 p. La figure 2
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Fig. 2. — Rôle de la teneur en sucre (% S) pour la
germination (% G) de pollen de dactyle conservé à
63 % d'humidité relative (bandes noires) par rapport
à 80 % d'humidité relative (bandes blanches) t/h :

durée de conservation en heures.

montre qu'une humidité relative de 63 %, pour autant qu'on accroisse
la teneur en sucre du milieu, est encore plus favorable.

Des essais de lyophilisation du pollen de graminée ont pour le

moment échoué, bien que la structure morphologique révélée par le

miscroscope soit intacte et que les tests biochimiques soient positifs.
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