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SOMMAIRE

Cultivées aseptiquement sur un Iir‘ étamines de trois Nicofi
lantules, vraisemblablement & partir de vifes en serre

1 s¢ sont développées en plantes adultes qui m|l 1l th comptages de chromosomes,

d partir des racines, ont révélé que la plupart des plantes provenant d'anthéres étaient

¢ ont produit

INTRODUCTION

Les organismes haploides présentent un intérét particulier : d'une part, les muta-
tions que 1'on pent faire subir & leur génome ne sont pas cachées par les effets de génes
dominants ; d'autre part, en rétablissant le nombre diploide de chromosomes, par
exemple au moyen d'un traitement 4 la colchicine, il est possible de fabriquer demblée
des sujets homozygotes.

Dans le but d’obtenir des pieds haploides de divers
i faire proliférer des cellules haploides, celles des grains de pollen. La technique em-
ployée a été inspirde des résultats de Guua et MAHESHWART (1566) qui ont observé la
formation d'embryoides & partir de grains de pollen en cultivant in vitre des anthéres
de Datura,

Viceliana, nous avons cherché

TECHNIQU

1) Espéces essayées

Nous avams cultivé des étamines de Nicotiana tabacum
Mammoh, de N. et de trois hybrides = Phybride
Mammoth, I'hy ndu tumoral N. langsdorhi < N. glawca ot |
tumoral),

var, Wis s 38 t var, Moryiand
o N. tabacun Maryland
Au.l‘.m! correspandant (non
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2) Obtention & 'étamines stéviles

Dans la plupart des des boutons floraux encore fermés ont été désinfectés par trempage
pension filtrée d'hypachlorite de calcium 4 4 p. 100 pendant trois minutes, suivide dese

¢ Wisconsin 38, nous avons d'abord cultivé surun milieu simple des tron-
qoms viron) de hampe florale prélevés sur des sujets en fleurs, de maniére & oblenir
Kibtormaton ds ﬂwu in vitro selon la technique de Aghion-Prat (1965).

Le milien comprenait, par litre :

)Imoﬂmuumu 1) : Ca(NOgls. 4 10 (500), KNO, (125), M H,0 (12
\!r\\(L 4 H,0 (25), H,BO, (10), /H‘aﬂ‘ .| II,U (1e),

KH,PO, (125).
NagMoO,, 2 H,0

Aféthylinediaminetéura-

(s), chlorhydrate de pyri-

Li" '"WWMIMHIDO), glmm !a:. m.ld\. nicotinigue
rlmm Il.ﬂuln thiamine (0,5}, acide folique (0,5), biotine (o,05).
charos
Agar (Bacte-

e Dioo) 18 5.

1. & 120°C). Les

Y pH dtait it & .5 (avee HC ou NaOH) wvane autoclvage (15 & 20
re 000 lux 4 lexté-

tubes de cultures ont été pl ve de jours longs de 16 b de lum
rieur des tubes de cultures), rature étant de 30°C ke jour, 229 In
i es, wons préleve les é

s qui ont été plantées

wiliens qui seront indiqués plus loi

3) Comptages de chromosomes

u.y....,.mgu.kawu.o,mm..me\unmwmriwpm..m‘lmmc»mpnm.. obter
apriss coloration au Feulgen et écrasement. Les pointes de mcines ont été plongées dans Ihydros
quinoléine (0,003 M) pendant 34 heures, puis fixées & I'éthanal acétique t@ ) pendant 2 heures,

Tzhimeal k7o o 26 s et et hydrolyse & présence de HCI N
s ont é1é colorées au réaetif de Se hiff pendant un minimum d; Jomn,

pendant 6 min,, p

RESULTATS EXPERIMENTAUX

Au bout de 6 & 1o semaines de culture en régime de jours longs de 16 h et avec
une alternance de température (300C le jour, 22° la nuit), sont apparues, sur certaines
¢tamines, soit des proliférations sur le filet, soit de petites plantules provenant de
Vintérieur de 'anthére (fig. 1). Ces plantules comportaient généralement deux petites
feuilles vertes qui pourraient correspondre 4 deux cotylédons. La rapidité et la fré-
quence de formation de ces plantules dépendent de I'espice employée et de la compo-
sition du milieu de culture.

1. Rile de U'espéce employée
Aucune des étamines provenant des trois types d'hybrides mentionné
i Par contre, nous avons obtenu des plantules 4 partir d"

variétés Wisconsin 38 et Maryland Mamsioth de N. tabacum et, surtout, & partir de
N. sylvestris.

2. Rile du milieu de culture

Le milicu de base qui a donné des résultats positifs comprenait les macroéléments
suivants (en mg/l) : KNO, (950), NH,NO, (720), MgS0,.7H,0 (185), CaCl, (166),




OBT!

TION DE « NICOTIANA » HAPLOIDES 370

indiqués plus haut. La concentration en saccharose du milieu de base était de 2¢
Comme GUHA et MAHESHWARI, nou aje

s oligoéléments, le fer, les addenda organiques et ky dose 4

s avons toujour té une cytokinine aux

1), isopentenyladénine (100 1), ou kinétine (200 ug/l).

litifs ajoutés au milieu de base ont produit les résultats suivants -
1
5 mg/l) et de pantothénate de

favorisé la néoformation de plantules ;

n d'adénine (4

de thymine (fo n 1hydrolysat de casé

e

(2,5 gfl), d'extrait de levure (5 g/1), ou de L-prolin

aleium (0,1 mg/l) n’

wide indolyl-3-acétique ( ou le lit de coco autoclavé

sence d'adénine mg/lj, nettement favorisé la formation de

plantules dans les anthéres. Le lait de coco non autoclavé n'a pas eu cet effet et n'a

stimulé que la formation de cals sur les filets

3- Oblention de plantes entiéres

Les plantules obtenues & partir des anthéres ont été repiquées in vifra sur un mi-
lieu simple, constitué par les macrodléments suivants (en mg/l) : KNO, (1 goo), NH,
NOy (1 650}, CaCl,.2H,0 (440), MgS0,.7H,0 (370), KHyPO, (170) et additionné des
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rose et de 8 g/l d'agar.
ent suffisant | fig

oligoéléments et du fer indiqués plus haut, de 10 g/l de sac
Lorsque les racines et les feuilles ont atteint un développ
petites plantes ont été repiquées en pots. Nous avons ainsi obtenu des plantes

i ar. v
tris (fig. 4) qui ont fl

2), ces
dultes

rticulier

1562)

scoup & celles de tabacs haploides obtenus par «
gs (De

RT et

par la sélection de &

antes haploides 1

Aucune des flenrs produites sur les

4. Délermin.

été effectude sur des pointes

La détermination de 1'état haploide racines

prélevées sur les plantes adultes,
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Sur cing plantes adultes de N, fabacum var, Wisconsin 35, quatre étaient ha-
ploides (n = 12), une diploide (fig. 5). Sur deux plantes de la var. Maryvland Mammoth,
une était haploide, 1'autre diploide.

Dans le cas de N, syluestris, quatre plantes ont été élevées jusqu'a 1'état adulte ©
3 étaient haploides (n = 0}, une diploide (fig. 6).

CONCLUSION

Les résultats qui viennent d'étre présentés constituent la base d'une méthode
qui devrait permettre d'obtenir assez faclle'meut des Nicotiana haploides. Jusqu'a
présent, la ci a ionner les embryans
jumeaux. Daprés De Nerrascours et Sroxss (1960], on trouve environ 1 embryon
jumeau haploide sur 10 000 graines de tabac. De plus, pour repérer les plantules
haploides, il est nécessaire d’avoir un caractére récessif qui serve de marqueur, Dans
le cas présent, il est possible d’obtenir des plantes haploides sans que 1'on soit é
par la nécessité de trouver un géne marquens,

Regue pour publication en décembre 1967,

Chromosomes de cellules de racimes de 8
A les d'un pied nomal (2w = 48). B: cellules pled b vé i partic
dune plantuls d'étamine { 24). Les deux photos ont été prises grussissement

urs remercient vivement M. Essad, S centrale d'Amélioration des Plantes, INRA,
ace qu'il a apportée dans la mise au point des techniques d'observation des chromo-
Nicoltana.

SUMMARY

FRODUCTION OF HAPLOID NICOTIANA FROM EXCE STAMENS

PIA Y g ’ Stamens of various Nizotiana strains have been culeured in viiro. When a cytokinin, suech as

. 1 ~ s-acetic acid, were added to the basal medinm, small plant-
a by g / 4 lopped from the anthers. These plantlets were transferred to a medium lacking these growth
¥ il | - - P mnm.m They developed ml:: mal T
o , ¥
“ ps revealed that most of the plan ere upl
A of Yad was the case for N, fabacuns vars. I isconsiu 38 and Marylarid Mammoth, 20 Sor . syiestrs. No
“ A plantlets were obtained from the stamens of three Nicotfana hybrids.
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