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Résumé

La Direction de la recherche forestiere du ministére des
Ressources naturelles a créé en 1988 une banque de pol-
len* pour maintenir en tout temps des réserves de pollen
viable. Cette banque est mise a la disposition des respon-
sables du Programme d'amélioration génétique des arbres
et des responsables de vergers a graines qui désirent ef-
fectuer des travaux de pollinisation de masse et de croise-
ments dirigés* dans le but de produire des graines amé-
liorées destinées a la Bouturatheque située a la Pépiniére
forestiére de Saint-Modeste. La production de pollen varie
selon les années. Ainsi, lors des années de faible produc-
tion, le programme de croisements pourra se poursuivre
grace a l'utilisation du pollen conservé dans cette banque,
dont la particularité est la quantité massive de pollen gu'elle
contient, ce qui contraste avec la plupart des autres ban-
gues de pollen dont le réle est la conservation des especes.
En 1998, cette banque comportait plus de 22 litres de pol-
len représentant plus de 17 espéces d'arbres forestiers.
Ce mémoire propose tout d'abord une revue de littérature
sur I'évaluation de la viabilité* et le role de la teneur en
eau sur la qualité* du pollen et sur la conservation du
pollen. Puis il présente les différentes étapes nécessaires
a la mise en place d'une banque de ce genre, du traite-
ment du pollen jusqu'a sa conservation a long terme, en
passant par les techniques qui servent a évaluer la qualité
du pollen qui entre ou sort de la banque.

Mots-clés : pollen, conservation, banque, test de
germination*, test de viabilité*, teneur en
eau, gestion.

Abstract

Evaluating and maintaining the viability of pollens used
in the tree improvement program. In 1988, a pollen bank
was created by the Direction de la recherche forestiére of
Québec's Ministére des Ressources naturelles (MRN) with
the aim of accumulating viable pollen reserves. This bank
was made available to researchers working on the program
for the genetic improvement of trees, and to those in charge
of producing improved seeds for the Bouturathéque at the
Saint-Modeste forest nursery (Québec). Pollen production
is cyclic. Therefore, during years of poor production, the
bank enables the breeding program to continue its work
using conserved pollen. The main feature of the MRN pol-
len bank is the great quantities of pollen that are kept in it.
This differs greatly from other known pollen banks whose
main role is species conservation. In 1998, it contained more
than 22 litres of pollen representing more than 17 forest
tree species. This report begins with a review of the available
literature on the determination of viability and the important
role of water content on pollen quality and conservation. It
then presents the different steps for the development of
such a bank, from pollen treatment to long term conserva-
tion. The techniques used to evaluate the quality of pollen
are also described.

Key words : pollen, conservation, bank, germination test,
viability test, water content, management.
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Introduction générale

Le Programme d'amélioration génétique des
arbres a débuté au Québec en 1969 afin de répon-
dre aux besoins du reboisement. La gestion des
foréts est sous la juridiction du Québec et le minis-
tere des Ressources naturelles (MRN) s'engage a
fournir gratuitement les plants destinés au reboise-
ment afin de permettre la remise en production des
foréts publiques et privées. Cet objectif de reboise-
ment est actuellement de I'ordre de 150 millions de
plants par année.

Toutefois, il ne suffit pas de planter un nombre
élevé d'arbres pour obtenir une forét de qualité.
L'aménagement adéquat de la ressource forestiére
est I'un des points majeurs qui assure cette qualité.
Il est également possible d'améliorer la qualité de
cette ressource en augmentant la qualité génétique
des arbres de reboisement. C'est sur ce dernier prin-
cipe que furent établis les 83 vergers a graines de
premiére génération destinés a produire les semen-
ces génétiguement améliorées. Ces vergers a grai-
nes couvrent une superficie totale de 1 084 hectares
(LAMONTAGNE 1992).

Au total, douze espéces sont représentées dans
ces vergers a graines, dont les principales sont I'épi-
nette noire et le pin gris (tableau 1). Chacun de ces
vergers a été planifié pour répondre aux besoins du
reboisement d'un territoire bien défini. Les premiers
ont déja commencé a produire en 1988 et I'on prévoit
gu'il sera possible de combler les besoins en graines
génétiqguement améliorées vers I'an 2000 (RAINVILLE
et LAMONTAGNE 1991).

Parallelement a I'établissement de ces vergers
a graines, des tests de descendances et des travaux
de croisements dirigés sont en cours afin d'augmen-
ter les gains génétiques, ainsi que l'amorce des
vergers & graines de deuxieme génération issus des
greffes d'arbres sélectionnés lors de la premiére
génération pour produire les semences désirées
(MERCIER et PATRY 1994).



La réalisation du Programme d'amélioration
génétique demande donc une trés grande quantité
de pollen. Plusieurs litres de pollen sont récoltés
chaque année. Ces volumes sont énormes si on con-
sidére que la plupart des banques de pollen conser-
vent quelques centaines de millilitres tout au plus
(CERCEAU-LARRIVAL 1987, JORGENSEN 1990, CALLEN et
CERCEAU 1992). C'est pour cette raison que la banque
de pollen des arbres forestiers a été créée en 1988
par le Service de la génétique, de la reproduction et
de I'écologie du ministére des Ressources naturelles
afin de maintenir d'importantes réserves de pollen
d'une année a l'autre. Cette banque est actuellement
située a Québec dans les locaux de la Direction de la
recherche forestiere, Forét Québec, ministére des
Ressources naturelles.

...viabilité des pollens...

Cette banque permet de réaliser chaque année
des travaux de croisements dirigés sans se soucier
du niveau de production de pollen qui est trés irrégu-
lier d'une année a l'autre. De plus, le délai qui s'écoule
entre la dissémination* du pollen et la réceptivité*
des fleurs femelles est souvent trop court pour qu'on
puisse récolter les inflorescences males, extraire le
pollen, évaluer sa viabilité et polliniser au cours d'une
méme saison. |l est également fréquent que les dates
de dissémination des fleurs méales ne coincident
pas avec celles de la réceptivité des fleurs femelles.
Ces phénomeénes de protogynie* et de protandrie*
empéchent donc la pollinisation naturelle. On peut
cependant les contrer en réalisant les croisements
avec du pollen conservé.

Tableau 1. Répartition, par espéce, du nombre de sources améliorées implantées au Québec
(tiré de LAMONTAGNE 1992 et DESHAIES 1999, communication personnelle)

Espéce Vergers *a Tests de Tests de |Parcs a Total
graines* |descendances*|provenances*|clones*

Bouleau jaune
||Chéne rouge
||Doug|as taxifolié 1
Epinette blanche 19 2 23
Epinette de Norvége 4 9
Epinette noire 21 14 35
Epinette rouge 3

Fréne d'Amérique 1

Méleze d'Europe 3 11
||Mé|éze du Japon 1 3
Iméteze hybride 7 13 20
||Mé|éze laricin 4 1 6 11
||Noyer noir 2
||Pin blanc 6 1
[Pin gris 11 6 17
||Pin rouge 1 1
Pin sylvestre 1 6 7

Total 88 21 41 4 154




Premiére partie

Revue de littérature
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Chapitre premier

Evaluation de la viabilité du pollen

Les responsables du Programme
d'amélioration génétique des arbres forestiers ont
besoin de pollen de haute qualité pour maximiser la
production de graines. Le moyen le plus fiable pour
évaluer la qualité du pollen est de dénombrer les
graines issues de croisements. Toutefois, ce
processus est long et colteux. De plus, le phénoméne
d'incompatibilité peut fausser les résultats.

La germination in vitro permet d'évaluer la
capacité germinative du pollen dans des conditions
définies et adaptées aux especes étudiées. Toutefois,
cette seconde méthode peut surestimer I'aptitude
réelle du pollen & germer dans des conditions
naturelles. Deux autres méthodes peuvent servir a
évaluer la viabilité du pollen ; il s'agit de tests
physiologiques, permettant de doser des molécules
nécessaires a l'activité physiologique future du grain
de pollen, et de tests colorimétriques, qui évaluent la
qualité du pollen. Ces deux types de test présentent
l'avantage d'étre rapides et économiques bien que
les résultats qu'ils produisent surestiment encore
davantage la viabilité réelle de I'échantillon testé.

Cette revue de littérature fait donc le point sur
les différentes techniques utilisées pour évaluer et
maintenir la viabilité des pollens. Dans ce premier
chapitre, nous décrivons les différentes méthodes
utilisées ainsi que leurs limites et les facteurs qui
influencent la qualité du test.

1.1 Evaluation de la viabilité du pollen
a l'aide de tests colorimétriques

Il existe deux types de tests colorimétriques.
Le premier produit une réaction avec des molécules
spécifiques alors que le second est lié a une activité
physiologique particuliére.

1.1.1 Réactions basées sur la présence
de molécules spécifiques
dans le grain de pollen

Ces tests sont basés sur la propriété qu'ont
certains colorants de réagir en présence de molécules
organiques. La concentration de ces molécules
déterminera l'intensité de la coloration qui indiquera
I'état de maturation du grain de pollen (STANLEY et
LINSKENS 1974).

L'isatine est un colorant spécifique de la proline
(PALFI et GuLyas 1985), acide aminé présent en grande
quantité dans les grains de pollen, jusqu'a 200 mM
chez le Petunia (HONG-QI et al. 1982). Elle est utilisée
a la fois comme substrat énergétique et comme
source d'acides aminés pour la synthése protéique
(HONG-QI et al. 1982). La concentration de proline
augmente au cours de la maturation du grain de
pollen ; la coloration traduit donc I'état de la maturité*
de celui-ci). KAPYLA (1991) a utilisé l'isatine dans une
étude sur le vieillissement pour indiquer la viabilité
du pollen du bouleau. Le traitement de vieillissement
appligué au pollen a entrainé une réduction trés
importante de sa viabilité in vitro, alors que tous les
grains apparaissaient colorés et donc viables. Cette
expérience illustre bien les limites des tests de
coloration qui surestiment la viabilité réelle des
échantillons testés. Dans la méme étude, KAPYLA
(1991) a testé d'autres colorants, comme le carmin
acétique qui révele la présence du matériel génétique,
et l'iodure de potassium qui colore I'amidon (STANLEY
et LINSKENS 1974), substance de réserve utilisée dans
les premiéres réactions de la germination. Dans ces
deux cas, la coloration est identique chez les grains
morts et chez les grains vivants, ce qui rend les
résultats peu fiables. Ainsi, la présence de molécules
organiques importantes dans les grains de pollen,



bien qu'indiqguant la maturité du grain, n'est pas
forcément un bon indicateur de viabilité. Les résultats
ainsi obtenus surestiment la viabilité des échantillons
(JANSSEN et HERMSEN 1976, KLAEHN et NEU 1960). Ces
tests rapides sont préférables aux autres méthodes
d'évaluation de Ila viabilité lorsqu'un résultat
approximatifest suffisant (TowiLL 1985). Le tableau 2
récapitule les colorations les plus couramment
utilisées.

Un autre type de coloration peut étre envisagé.
Ine se base pas sur une activit¢ métabolique
particuliere mais repose sur la présence du
cytoplasme dans la cellule végétative. Le colorant
d'’ALEXANDER (1969) permet d'identifier les grains de
pollen qui possédent leur cytoplasme. OWCZARZAK
(1952) a mis au point une coloration fondée sur le
méme principe que celle d'Alexander ; les grains dits
« fonctionnels » ont leur cytoplasme coloré en rose
et leur paroi en vert ; les grains avortés apparaissent
verts. Cependant, la présence d'un cytoplasme
n'‘assure pas pour autant la viabilité du grain de pollen
(CERCEAU-LARRIVAL et CHALLE 1986). Cette coloration est
surtout utilisée pour identifier des individus présentant
une stérilité male.

1.1.2 Réactions dues a une activité
physiologique

1.1.2.1 Réactions utilisant les sels
de tétrazolium

Les sels de tétrazolium permettent d'évaluer
des activités  enzymatiques  comme les  dés-
hydrogénases et les péroxydases. La réaction doit
avoir lieu a l'obscurité et durant un temps défini pour
chaque espéce (SHIVANNA et JOHRI 1985). Le réactif,

incolore, est réduit en un complexe coloré par la
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respiration cellulaire. Si le colorant est en contact
au-dela du temps nécessaire, la coloration ne sera
plus spécifique mais sera due a l'oxygéne de lair.
Les sels de tétrazolium les plus couramment utilisés
sont le chlorure de 2,3,5 triphényle tétrazolium (TTC ;
SMITH 1951, COOK et STANLEY 1960, RAJORA et ZSUFFA
1985, SHIVANNA et JoHRI 1985) et le nitrobleu tétrazolium

(NBT ; HAUSER et MORRISON 1964, KAPYLA 1991).

Un des probléemes posés par l'utilisation de ces
colorants est d'établir la corrélation entre l'intensité
de la coloration du pollen et le pourcentage de
viabilité qui lui est associé. En effet, si la majorité des
grains présente une coloration intracellulaire uniforme
traduisant la viabilité ou la non-viabilité, d'autres se
situent dans les couleurs moyennes. Il devient alors
difficile de les classer dans une catégorie définie
(SHIVANNA et JOHRI 1985, VERGANO et al. 1990). Toutefois,
les tests utilisant les sels de tétrazolium ont été jugés
fiables pour le pollen de pin (COOK et STANLEY 1960) et
de peuplier (RAJORA et ZSUFFA 1985).

1.1.2.2 Test au diacétate de fluorescéine
(FCR)

Cette technique a été mise au point en raison
du manque de fiabilité des tests colorimétriques
comme ceux qui utilisent les sels de tétrazolium.
HEsLOP-HARRISON et HESLOP-HARRISON (1970) ont énoncé
gue (nous traduisons) :

« [...] un facteur fortement lié a la viabilité
de la cellule du gamétophyte male (le

grain de pollen) est [I'état du
plasmalemme*. S'il montre une
perméabilité normale, la cellule doit étre
viable ».

Tableau 2. Colorants spécifiques de molécules présentes dans les grains de pollen,

utilisés pour des tests colorimétriques

Colorant Molécule cible Couleur produite Référence
. . 1 PALFI et GULYAS 1985
Isatine Proline N.S. KAPYLA 1991
Carmin acétique ADN et ARN Rouge carmin STANLEY et LINSKENS 1974
lodure de Amidon Bleu foncé STANLEY et LINSKENS 1974
potassium u OLENSEN et WARNCKE 1989
Bleu aniline Callose Fluorescent jaune vert MARTIN 1959
Colorant NSt Cytoplasme en rose OWCZARZAK 1952
d'Alexander? = paroi en vert ALEXANDER 1969

1'N.S. : non spécifié dans l'article.
2 Description faite dans le tableau 9.
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Ces chercheurs ont mis au point le test au
diacétate de fluorescéine (FCR) qui est largement
utilisé (StanLEY et LiNskeNs 1974, SHIVANNA et JoHRi 1985,
VERGANO et al. 1990, KipvLA 1991). Ce test est basé
sur I'hydrolyse du diacétate de fluorescéine par les
estérases cellulaires. Le diacétate de fluorescéine est
un ester de fluorescéine qui est non fluorescent et
non polaire et qui pénétre donc facilement les
membranes organiques. L'hydrolyse entraine la
production de fluorescéine libre qui traverse mal les
membranes intactes et qui s'accumule donc dans la
cellule ou elle peut étre détectée a l'aide d'un
microscope a fluorescence (Il est également possible
de doser la fluorescéine a l'aide d'un spectro-
photométre combiné a un filtre ultra-violet).

Ce test, appliqué au pollen, permet de
déterminer deux propriétés de la cellule végétative :
la présence et I'activité de I'enzyme réalisant le clivage
du diacétate de fluorescéine (estérase) ainsi que
I'existence d'un plasmalemme intact capable de
retenir la fluorescéine (SHIVANNA et HESLOP-HARRISON
1981). Ce test n'est pas en mesure d'évaluer le
pouvoir fécondant du pollen mais il donne une bonne
indication de sa viabilité.

Comme pour les autres tests colorimétriques,
le test au FCR présente des limites de fiabilité. En
effet, l'exine* des grains de pollen contient des
pigments de type caroténoide et flavonoide. La
présence de doubles liaisons dans leur structure peut
entrainer une fluorescence non représentative. Par
rapport au nombre d'especes ou le test au FCR a été
jugé fiable, le nombre de cas présentant un pollen
autofluorescent est faible (SORENSSON et al. 1989).
Selon KAPYLA (1991), on doit proscrire la technique
qui utilise le diacétate de fluorescéine lorsque Ila
lecture se prolonge puisquil y a atténuation de la
fluorescence et augmentation du bruit de fond qui
rendent les résultats difficilement analysables. De
plus, il faut noter que les colts liés a cette technique
sont relativement élevés eu égard a l'achat des
équipements nécessaires a l'observation.

Le tableau 3 récapitule les différentes
colorations utilisées pour révéler une activité cellulaire
du grain de pollen.

1.1.2.3 Comparaison de différents tests
colorimétriques

ALAMI et al. (1988) ont réalisé une étude des
effets du froid sur la viabilité du pollen de sorgho.
Ces auteurs ont utilisé quatre tests cytochimiques
pour évaluer la viabilit¢é de leurs échantillons. Les
résultats sont trés variables d'un test a l'autre. Pour
leur part, BINDER et al. (1974) ont analysé différentes
méthodes de coloration et ont conclu que ces
techniques ne sont pas satisfaisantes pour déterminer
la viabilité du pollen. En fait, ces colorations
dépendent non seulement de la viabilité, mais aussi
de la température, de la durée d'exposition et de
l'espéce. De plus, les résultats ne sont pas seulement
exprimés en termes de vivant ou de mort. Une gamme
intermédiaire peut représenter différents degrés de
vigueur* et de dégénérescence. Ainsi, lors d'une
expérience, il est préférable de réaliser plusieurs
colorations plutét qu'une seule afin d'obtenir un
résultat plus fiable.

1.1.3 Conclusion

La réalisation de tests colorimétriques (ou
cytochimiques) pour évaluer la viabilité de lots de
pollen permet d'obtenir rapidement des résultats. Ces
méthodes sont précises pour identifier les grains de
pollen dépourvus de cytoplasme ou sans contenu
enzymatique, qui sont incapables de germer.
Cependant, étant donné la présence de grains ne
pouvant étre rangés dans les catégories vivant ou
mort du fait de leur coloration intermédiaire, d'autres
tests ont été mis au point afin d'augmenter la fiabilité
des résultats.

Tableau 3. Colorations spécifiques d'activités physiologiques ayant lieu dans les grains de pollen

Activité Couleur s
Colorant ; s . Référence
enzymatique révélée produite
Déshydrogénase,
TTC péroxydase, réductase Rouge COOK et STANLEY 1960
Nitrobleu tétrazolium Déshydrogénase Bleu HAUSER et MORRISON 1964
Diacétate de fluorescéine Estérase cellulaire FIu?gﬁzzent HESLOP-HARRISON 1970




1.2 Evaluation de la viabilité du pollen a I'aide de
tests physiologiques rapides

La section précédente montre que les tests
colorimétriques utilisés pour prédire la viabilité des
échantillons de pollen peuvent donner des résultats
dont la fiabilité est parfois douteuse. D'autres tests
ont été mis au point afin d'améliorer cette fiabilité. Il
s'agit soit de dosages de molécules vitales comme
l'adénosine triphosphate (ATP) et les glucides
endogenes (CHING et al. 1975, STANLEY et POOSTCHI
1961), soit de mesures traduisant l'intégrité cellulaire
(CHING et CHING 1976), soit de la mesure de la
respiration des échantillons de pollen (BINDER et
BALLANTYNE 1975). Le test par spectroscopie a
infrarouge peut également illustrer les changements
biochimiques dans les grains de pollen durant leur
germination (SOWA et CONNER 1995).

1.2.1 Dosage de I'ATP intracellulaire

L'ATP est la source d'énergie du métabolisme
cellulaire. La teneur en ATP révéle la charge
énergétigue de la cellule et, par conséquent, son
potentiel a réaliser des réactions biochimiques vitales.
Le dosage de I'ATP a été mis au point sur des pollens
de coniféeres comme les sapins, le douglas et la
pruche (CHinG et al. 1975). Par cette étude, les auteurs
ont démontré le lien qui existait entre la teneur
cellulaire en ATP et la capacité des grains de pollen
a germer. L'avantage de ce test réside dans sa rapidité
et dans sa facilité d'exécution. Cependant, il présente
I'inconvénient d'étre relativement colteux.

1.2.2 Dosage des glucides endogenes

La teneur en glucides du pollen est un
indicateur de la viabilité potentielle d'un échantillon
(STANLEY et POOSTCHI 1961). Les glucides contenus
dans le pollen sont extraits a l'aide d'une solution
d'éthanol a 70 %. Ce dosage est une méthode longue,
qui exige beaucoup de matériel (200 mg, ce qui peut
étre limitant pour les échantillons de faible volume).

CHING et CHING (1976) ont mis au point un test
rapide basé sur la teneur en glucides du filtrat d'un
échantillon de pollen (voir section 1.2.3). Les glucides
libérés par les cellules sont dosés par la méthode
utilisant le réactif d'anthrone (VEILLEUX et al. 1992). La
teneur en glucides du filtrat est inversement
proportionnelle au pourcentage de germination du
pollen.

1.2.3 Mesure de la conductivité

CHING et CHING (1976) ont développé une
technique qui consiste & mesurer la conductivité d'un
filtrat de pollen. Ce filtrat est obtenu a mesure que le
grain de pollen vieillit aprés son immersion dans un
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volume donné d'eau désionisée durant une période
déterminée. La conductivité observée est Ia
conséquence de la libération de substances ionisées
dans le milieu réactionnel. Une conductivité élevée
traduit une sortie massive de composés de la cellule.
Ce lessivage est attribué a une mauvaise qualité des
membranes cellulaires incapables de retenir les
métabolites cellulaires. Comme pour le test FCR, cette
pietre qualité illustre l'incapacité du grain de pollen a
germer dans les conditions naturelles.

Les auteurs préconisent d'utiliser une quantité
de pollen de 30 mg pour 10 ml d'eau (CHING et CHING
1976, PHILIPPE et al. 1991), ce qui peut étre limitant
pour les échantillons de faible volume. PHILIPPE et al.
(1991) font subir au pollen de méléze une réhydra-
tation de 16 heures en germoir avant d'effectuer la
mesure. Sur les pollens étudiés par CHING et CHING
(1976) — de douglas taxifolié, de sapin noble et de
pruche occidentale — aucun traitement préalable
n'est appliqué. C'est justement le manque d'une
réhydratation préalable qui a été évoqué comme
cause principale de la mauvaise corrélation qu'on
observe souvent entre la conductivité et la fertilité*.
WEBBER (1996) affirme qu'en hydratant le pollen du
douglas avant de procéder au test de conductivité,
le lessivage du pollen est réduit et la corrélation entre
la production de graines pleines et la réaction au test
est augmentée. La mesure de la conductivité est
simple d'exécution et donne des résultats rapides.
C'est pourquoi elle a été retenue par plusieurs auteurs
pour évaluer la viabilité du pollen notamment au cours
de la conservation des échantillons (FOSTER et
BRIDGWATER 1979, WEBBER 1987, PHILIPPE et al. 1991,
WEBBER et BONNET-MASIMBERT 1993).

1.2.4 Mesure de la respiration

Certains auteurs ont démontré la relation qui
existait entre la respiration des grains de pollen et
leur pouvoir de fécondation (BINDER €t BALLANTYNE 1975,
WEBBER €t BONNET-MasiMBERT 1989). Ainsi, la mesure
de la respiration permet de connaitre la quantité
d'oxygéne consommé par un échantillon de pollen.
Le taux de respiration illustre le métabolisme oxydatif
qui se produit dans la cellule ; plus celui-ci est élevé,
plus la cellule est active et plus elle est considérée
comme apte a la germination. Par opposition a la
mesure de la conductivit¢ d'un filtrat de pollen,
I'évaluation de la consommation d'oxygéne est plus
complexe a réaliser couramment (WEBBER 1987). En
effet, ce test demande beaucoup d'équipements
techniques et n'est donc pas recommandé de fagon
opérationnelle (WEBBER 1996). Par contre, cette

mesure est un trés bon indice de la germination in
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vivo du pollen (Mooby et JETT 1990). Pour WEBBER
(1996), ce serait le meilleur indice de la fertilité du
pollen en raison de son insensibilité au niveau initial
d'hydratation.

1.2.5 Spectroscopie a infrarouge

Le probléme majeur que posent la plupart des
techniques usuelles permettant d'évaluer la viabilité
du pollen est leur nature destructive. Ce probléme
est contourné par la spectroscopie a infrarouge. En
effet, SOWA et CONNOR (1995) utilisent la technique du
FTIR (Fourier transform infrared spectroscopy) pour
examiner le métabolisme et les changements
structuraux de grains de pollen intacts durant leur
germination. Il est possible de corréler les pics et les
dépressions de la courbe résultante des informations
recueillies par la spectroscopie a infrarouge avec
différentes étapes de la germination des grains de
pollen. On observe plusieurs changements comme
'augmentation des activités respiratoires, des
changements dans la phase et la quantité des lipides
dans la membrane, des modifications dans la quantité
de protéines de méme que dans leur structure
secondaire et dans la formation de la paroi cellulaire.
Cette technique utilisant une faible quantité de pollen
donne un apercu biochimique du processus de
germination des grains. Elle permet également le
développement d'une analyse plus détaillée de la
viabilité et de la vigueur du pollen.

1.2.6 Conclusion

L'intérét porté aux tests rapides pour évaluer la
viabilité du pollen est d0 a la lenteur a obtenir des
résultats par les tests de germination in vitro et surtout
in vivo. TOWILL (1985) souligne toutefois que ces tests
rapides nécessitent une quantité appréciable de
pollen pour leur réalisation. A titre d'exemple, il faut
30 mg de pollen pour mesurer la conductivité (CHING
et CHING 1976) et de 10 a 100 mg pour doser IATP
(CHING et al. 1975). Ainsi, ces tests ne peuvent étre
utilisés que sur des quantités importantes de pollen,
quantités qui ne sont pas toujours disponibles
notamment dans le cas de travaux de croisements
dirigés.

1.3 Evaluation de la viabilité du pollen al'aide
d'un test de germination in vitro

Les tests de germination in vitro donnent assez
rapidement une bonne évaluation de la qualité des
échantillons de pollen (Mooby et JETT 1990). Les
avantages en sont multiples :

— ces tests n'exigent qu'une trés faible quantité de
pollen (moins de 0,1 ml) ;

— les résultats s'obtiennent assez rapidement, de
guelques heures pour le pollen des arbres feuillus
a quelques jours pour le pollen des arbres
résineux ;

— les résultats obtenus sont reproductibles ;

— a la différence des tests cytochimiques, la
germination in vitro fait appel & la capacité du pollen
a émettre un tube pollinique*, mécanisme qui est
celui qui se produit dans la nature lors dun
croisement. Ainsi, I'information fournie est-elle plus
rigoureuse.

De nombreuses équipes de recherche
s'intéressent a la germination in vitro du pollen car
les généticiens réclament du pollen de bonne qualité
(Cram et LinDQuisT 1984, Luza et PoLito 1985, VERDEIL
et PANNETIER 1990, WEBBER et BONNET-MASIMBERT 1993).
Parallélement aux travaux de croisements dirigés, la
germination in vitro du pollen d'arbres résineux trouve
de nouvelles applications, par exemple pour étudier
les effets des pluies acides et de la pollution
atmosphérique sur la reproduction des arbres
forestiers (Cox 1988, CELA RENZONI et VIEGI 1991).

La germination du pollen fait appel a une série
de réactions biochimiques qui se traduisent par
I'émission et [l'allongement d'un tube pollinique.
Cependant quelques espéces ne produisent pas de
tube polliniqgue (comme le méléze et le douglas) ; il
s'agit simplement d'un allongement de la cellule. Une
des données qui conditionnent le résultat est I'état
physiologique dans lequel se trouvent les grains de
pollen au moment de la réalisation du test. Les
différences dans la composition des milieux de culture
ont des effets sur la germination du pollen pour le
douglas (WeBBER et BONNET-MasIMBERT 1993), le méleze
Larix occidentalis Nutt. (Weser et Ross 1995) et le pin
sylvestre (BoNNET-MasIMBERT et WeeBer 1995). En effet,
le test de germination in vitro est le test le plus sensible
aux conditions mémes du test (WEBBER 1995). Tous
les événements intervenant entre la récolte et le test
lui-méme peuvent également en influencer le résultat,
par exemple les conditions de température et
d'humidité relative dans lesquelles sont placés les
échantillons (STANLEY et LINSKENS 1974, COLAS 1992).
A cela s'ajoutent d'autres facteurs comme le stress, la
pollution, le génotype, etc. (WON LEE et al. 1985).
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1.3.1 Mécanismes de la germination
pollinique

La présente section a pour objet de décrire les
mécanismes physiologiques de la germination du
pollen. Par la suite, les sections suivantes décriront
les composantes du milieu ainsi que les conditions
culturales utilisées pour provoquer le développement
du tube pollinique in vitro.

1.3.1.1 Facteurs qui influencent la
viabilité du pollen

Ces facteurs sont multiples. lls dépendent aussi
bien des conditions climatiques lors de la récolte, de
I'age de l'arbre, du type de pollen, de ses conditions
d'extraction et de conservation (teneur en eau,
température, présence d'oxygéne), de la ré-
acclimatation préalable au test, de la présence de
lumiére, des changements brusques dans les
conditions environnementales et du niveau de
pollution des sites de récolte.

— La date et les conditions
au moment de la récolte

Le stade de développement physiologique du
pollen au moment de la récolte est un facteur
déterminant de sa viabilité. Un pollen récolté trop tot
n‘aura pas le temps d'accumuler des réserves
d'amidon et de sucres solubles en quantité suffisante
pour maintenir sa viabilité. COLAS (1992) montre que
le pourcentage de germination in vitro du pollen de
méléze augmente avec l'avancement de sa
maturation pour atteindre une valeur optimale lors de
la déhiscence* des cbnes méales. D'autres auteurs
mentionnent que la qualité du pollen est meilleure si
la récolte des fleurs males est réalisée le plus prés
possible de la date de déhiscence naturelle des cbnes
males (DENISON et FRANKLIN 1975, HO et COPIS 1988).
HELMER et al. (1962) indiquent également que le pollen
atteint sa qualité maximale lors de la maturité
physiologique, c'est-a-dire lors de la déhiscence
naturelle des cbnes. La qualité diminue a partir de ce
moment.

Les conditions météorologiques lors de la
récolte des cbnes males jouent également sur la
qualité du pollen produit. Récolter des cones males
sous la pluie augmente substantiellement la teneur
en eau des microspores (Coris 1990). Il est par la
suite difficile d'abaisser celle-ci sous un seuil
satisfaisant pour maintenir la viabilité. Généralement,
les grains trop humides ont tendance & étre lessivés
de leurs constituants solubles (DOWDING 1987) ou a
entamer hativement leur processus de germination.
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Par ailleurs, les averses ont tendance a projeter au sol
le contenu en pollen des cones males qui sont
déhiscents (Mercier et al. 1994). De méme, le moment
de la récolte est de premiére importance. En effet,

chez le jojoba (Simmondsia chinensis Mill.), plus le

délai entre le début de la floraison et la récolte est
important, moins le pollen est viable (WON LEE et al.
1985). Le moment de la journée ou est faite la récolte
est aussi un facteur & ne pas négliger. Ce moment le
plus propice est la fin de la matinée alors que l'air est
sec mais la température pas trop élevée (SHIVANNA et
JOHRI 1985; CERCEAU-LARRIVAL, communication
personnelle).

— L'age de l'arbre

Au cours de la croissance d'un arbre, des
mutations ou des délétions d'alléles vont s'accumuler
avec le temps (LEDIG 1986, KLEKOWSKI 1988). AIZEN et
ROVERE (1995) ont montré qu'il existe une relation entre
I'age de l'arbre et la viabilité du pollen qu'il produit.
En effet, le taux d'avortement du pollen augmente
progressivement avec l'dge de l'arbre. Ceci est
toutefois compensé par le fait que les arbres agés
produisent beaucoup plus de pollen que les jeunes
individus.

— Le type de pollen

Il existe deux catégories de pollen dans le
monde végétal: ceux de type bicellulaire, qui
comportent deux noyaux a l'intérieur du gaméte au
moment de leur dissémination, et ceux de type
tricellulaire qui ont trois noyaux (HoeksTRA et BRUINSMA
1980, BAJAJ 1987, CERCEAU-LARRIVAL et CHALLE 1986,
CAUNEAU-PIGOT 1988). Les microspores tricellulaires
sont plus sensibles a la dessiccation puisque leur
paroi externe (I'exine) est moins épaisse que celle
des microspores bicellulaires (BAJAJ 1987). Cet auteur
recommande de maintenir la teneur en eau des
microspores tricellulaires élevée de maniére a ne pas
endommager l'exine. La durée de vie de ce dernier
type de pollen en sera raccourcie d'autant.

Les pollens tricellulaires sont les plus évolués
au niveau phylogénétique*. Lors de la déhiscence?*,
ils contiennent des mitochondries complétement
développées et ils sont capables de germer tres
rapidement (HoOEksTRA et BRUINSMA 1978, HOEKSTRA
1979). Au contraire, les pollens bicellulaires ont un
développement mitochondrial variable, ce qui
entraine des délais dans I'émergence du tube
pollinique (HoeksTRra et BRuiNsmA 1978, HOEKSTRA 1979).
Les pollens des arbres forestiers sont de type
bicellulaire.
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— Extraction du pollen

Ce potentiel de germination dépend aussi des
conditions et de la rapidité avec lesquelles se déroule
I'extraction. Aprés la récolte, le pollen doit étre extrait
des cbnes méles le plus t6t possible. Toutefois, pour
différentes raisons, ceci peut étre difficile. WEBBER
(1996) affirme qu'il est possible de conserver les
cbnes males du douglas de 8 a 10 jours a 4 °C sans
affecter leur rentabilité ou leur viabilité. Mentionnons
que les cbnes doivent par contre étre conservés dans
des sacs en papier et non en plastique.

Au moment de [l'extraction, les cbnes maéles
doivent étre exposés idéalement a une température
de 30-32 °C dans une atmosphére seche (DENISON et
FRANKLIN 1975). WEBBER (1996) recommande quant a
lui une exposition des cones males a des
températures de 25 a 30 °C dans une atmosphére
d'une humidité relative de moins de 40 %. Si le pollen
n'est pas extrait rapidement, la faible quantité de
réserves contenues dans chaque grain sera vite
utilisée, la respiration en sera altérée et le pollen sera
tué rapidement (SNYDER et CLAUSEN 1974).

— Teneur en eau du grain de pollen

La teneur en eau du pollen est un facteur
prépondérant lorsqu'on désire évaluer la viabilité d'un
échantillon, la  seconde étant  inversement
proportionnelle a la premiére. On a démontré qu'il
était primordial de maintenir une faible teneur en eau
lors de l'extraction et pendant la conservation du
pollen pour obtenir des pourcentages élevés de
germination (LANNER 1962, MEeLLEROWICZ €t BONNET-
MasiMBERT 1986, Cores 1987). Pour étre bien conservé,
le pollen doit étre déshydraté pour atteindre une
teneur en eau voisine ou en-dessous de 10 % (BoONNET-
MasiMBERT €t WEeBBER 1995, MerciErR 1996, WEBBER
1996). L'importance de ce facteur prend également
toute sa place dans la conservation. Pour ces raisons,
l'influence de la teneur en eau sur I'évaluation et le
maintien de la viabilité du pollen est traitée
séparément a la section 2.1.

— La température de conservation

Nous verrons a la section 3.0 l'importance qu'a
la température sur la viabilité du pollen durant sa
conservation a court et a long terme.

— La présence d'oxygéne

La présence d'oxygéne dans le contenant de
conservation peut provoquer a long terme une
oxydation des métabolites essentiels et ainsi réduire
la capacité germinative du pollen. Cet effet est
accéléré chez un pollen dont la teneur en eau est
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plus élevée (WEBBER 1996). Certains auteurs
préconisent de remplacer l'air des flacons par un gaz
inerte comme l'azote (WEBBER 1987). Toutefois, la
technique habituellement utilisée consiste a réaliser
un vide d'environ 80 a 100 mm de Hg a lintérieur
des flacons (CERCEAU-LARRIVAL et CHALLE 1986). Cette
technique présente l'avantage d'étre beaucoup moins
onéreuse que l'utilisation de l'azote. Il est important
de souligner que la réalisation de ce vide doit se faire
progressivement et ne doit pas étre inférieur a 5 mm
de Hg (CERCEAU-LARRIVAL 1992). En ce sens, DAVIES et
DICKINSON (1971) ont démontré qu'un vide trop poussé
diminuait la viabilité du pollen en altérant la respiration
et la perméabilité de la membrane cytoplasmique.
Nous élaborons davantage sur cette derniére
technique dans le chapitre trois qui porte sur la
conservation du pollen.

— La lumiére

La lumiére est un autre facteur qui peut
influencer la viabilit¢ du pollen car la présence
d'ultraviolets en réduit la viabilité (PFAHLER 1973, FLINT
et CALDWELL 1984). Le pollen des especes
anémophiles* a une meilleure résistance a la lumiére
gue celui des espéces entomophiles* (ASBECK 1954).
Toutefois, lors du séchage et pendant la conservation,
il est préférable de réduire la quantité de lumiere recue
afin de préserver la viabilité. Les études portant sur
cet aspect sont peu nombreuses. Il est cependant
admis que les tests de germination in vitro doivent se
dérouler a I'obscurité (tableau 5).

— Changement brusque des
conditions environnementales

BAJAJ (1987) mentionne que les grains de pollen
sont trés sensibles aux changements brusques des
conditions dans lesquelles ils sont placés. Que ce
soit pour la température, la teneur en eau, la pression
osmotique ou la pression interne (lorsqu'on réalise
le vide). Il est donc nécessaire d'acclimater progres-
sivement les lots & de nouvelles conditions environ-
nementales.

— La pollution

Récemment, plusieurs chercheurs se sont
intéressés a l'impact de la pollution atmosphérique
sur la qualité du pollen. En effet, I'air est le vecteur
pollinisateur chez les espéces anémophiles. Une
étude menée en Slovaquie a montré que le
pourcentage de germination de pollens provenant
d'une localité modérément polluée était réduit de
20% et jusqu'a 76 % et 84 % dans des habitats
hautement pollués (KORMUTAK et al. 1992). De méme,
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les pollens de bouleau récoltés dans une zone
d'activités industrielles avaient les plus mauvais
pourcentages de germination (BOCQUEL 1994,
communication personnelle).

Le formaldéhyde (HCHO) est le composé
carbonyle le plus abondant dans |'atmosphére (SHIrRAZI
et MuirR 1998). Dans le smog, on le retrouve a une
concentration pouvant atteindre 479 mmol m* dans

les alentours de Los Angeles (SHIRAzZI et MUIR 1998).

Une étude in vitro entreprise par SHIRAzI et MUIR (1998)
a démontré que le pollen ayant été exposé a
différentes concentrations de formaldéhyde pour une
durée de 25 heures présentait un pourcentage de
germination réduit de 20 a 40 % comparativement au
pourcentage de germination observé chez le témoin.

Une étude entreprise par HuGHESs et Cox (1993),
voulait déterminer si le niveau élevé d'acidité contenu
dans le brouillard, se présentant fréquemment prés
de la Baie de Fundy, pouvait avoir des effets néfastes
sur la germination du pollen des arbres présents a
cet endroit (Betula papyrifera et Betula cordifolia). Des
expériences in vitro ont démontré de facon
significative l'effet négatif du pH acide sur la
germination du pollen de ces espéces, pour
différentes températures d'incubation. De plus, on a
observé que Betula cordifolia a une meilleure
tolérance a l'acidité que Betula papyrifera.

1.3.1.2 Elongation du tube pollinique

PICTON et STEER (1982) donnent une définition
du tube pollinique (nous traduisons) :

« [...] un tube pollinique en croissance est
une cellule unique, enfermant les cellules
spermatogénes*, qui s'étend vers les
tissus reproducteurs femelle par Ila
croissance de son extrémité, pouvant
former une structure ayant plusieurs
millimeétres de long ».

C'est lintine*, membrane interne du grain de
pollen, qui donne naissance au tube pollinique. La
croissance du tube pollinique se fait, en partie, grace
a l'addition de fragments de membrane a l'extrémité
du tube en croissance. Cependant, cette fusion n'est
pas suffisante pour qu'on observe la progression du
tube. Le réseau de microfilaments qui assurent la
rigidité du tube pollinique doit étre suffisamment
détendu pour que la pression osmotique interne du
tube permette l'allongement. Les deux facteurs qui
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interviennent dans l'allongement du tube pollinique
sont influencés par la concentration du milieu en ions
calcium (Ca2+), qui doit étre comprise entre 107 et
10° M (PICTON et STEER 1983).

1.3.2 Notion de vigueur* du pollen

L'évaluation du nombre de grains germés parmi
la population totale détermine le pourcentage de
germination d'un échantillon donné. En ce sens, il
est primordial d'établir des criteres précis pour
considérer un grain comme germé. Pourtant, ces
criteres varient d'un auteur a l'autre. CHING et CHING
(1964) estiment qu'il suffit que la longueur du tube
pollinique soit supérieure ou égale au diamétre du
grain. Pour PFEIFFER (1955), la longueur du tube doit
étre supérieure atrois fois le diamétre du grain. Pour
CHRISTIANSEN (1969), seuls les grains de pollen qui
développent des tubes pollinigues ou on peut
observer la présence des cellules reproductrices sont
considérés comme germes.

Différentes définitions de la vigueur ont été
énoncées. Pour la plupart des auteurs, la vigueur
correspond au temps nécessaire au tube pollinique
pour atteindre le noyau femelle et réaliser la
fécondation (Mooby et JETT 1990, SHIVANNA et al. 1991).
La vigueur du pollen correspond donc au temps
nécessaire pour observer le pourcentage maximal de
germination. Pour ce faire, on évalue dans un temps
donné la vigueur du pollen a la longueur de son tube
pollinique émis lors d'une germination in vitro
(SHIVANNA et CRESTI 1989). Par rapport a la vitesse de
germination du pollen du bouleau — le pourcentage
maximum est atteint en dix heures environ (COLAS et
MERCIER 1994a) — le pollen des coniféeres se
caractérise par une croissance lente du tube
pollinique. Pour expliquer ce phénoméne, CELA
RENZONI et al. (1990) invoquent le décalage important
qui existe, in vivo, entre la pollinisation et la
fécondation de ces espéces. La vigueur diminue plus
significativement que la viabilité au cours de la
conservation du pollen (JAIN et SHIVANNA 1989, SHIVANNA
et al. 1991). Ainsi, un pollen présentant une perte de
vigueur sera moins compétitif au moment de la
pollinisation (JAIN et SHIVANNA 1990). Avec le
développement des banques de pollen, il sera
important de considérer la vigueur du pollen conservé
en plus de sa viabilité. Les conditions de conservation
devront étre optimisées pour maintenir a la fois la
viabilité et la vigueur (SHIVANNA et al. 1991). Le test de
germination in vitro peut servir a évaluer la vigueur
du pollen a la condition que le pourcentage de
germination soit mesuré dans le temps et comparé
aux réactions du pollen frais (SHIVANNA et al. 1991).
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1.3.3 Composition du milieu de germination

BREWBAKER et KWACK (1963) ont établi que les
besoins physiologiques pour le développement du
tube pollinigue sont en général assez faibles. Les
milieux les plus simples contiennent du saccharose,
du calcium et du bore, dont les concentrations
varieront selon les besoins nutritifs du pollen testé.
De plus, d'autres composés pourront étre ajoutés.
La composition exacte du milieu de germination est
spécifigue a quasiment chaque espéce végétale.
Nous examinons ci-dessous le rbdle des différents
composants des milieux de culture (ions et sucres)
ainsi que l'influence de son pH.

1.3.3.1 Réle des ions
— Le calcium

Le calcium a un rble prépondérant dans les
mécanismes qui interviennent lors de I'élongation du
tube pollinigue que ce soit lors de l'addition de
fragments de membrane a l'extrémité du tube en
croissance ou dans le maintien de la souplesse de
réseau de microfilaments qui permettent la
progression du tube pollinique (PICTON et STEER 1983).

— Le bore

On connait depuis longtemps le réle important
tenu par le bore dans le métabolisme des végétaux
ainsi que dans le maintien de [lintégrité des
membranes (MARSH et SHIVE 1941). VISSER (1955) a
observé que l'addition d'une faible quantité de bore
au milieu de culture améliore fortement la germination
et la croissance du tube pollinigue. En fait,
l'allongement du tube pollinigue est provoqué
principalement par la présence du bore (figure 1 ;
SIDHU et MALIK 1985). Ces derniers auteurs et LEWIS
(1987) précisent que cet élément joue un réle dans :

— la régulation de la croissance
et de la différenciation ;

— la régulation de la perméabilité
de la membrane cellulaire ;

— l'absorption et la translocation
des sucres solubles ;

— la régulation des enzymes du métabolisme
des glucides, des polyphénols, des auxines
et de la biosynthése des acides nucléiques.

La germination du pollen de pin peut avoir lieu
en l'absence de bore mais en sa présence, la capacité
du pollen a métaboliser le glucose augmente a 60 %
(STANLEY 1971). Une carence en bore provoque un
ralentissement du métabolisme et une altération de
la structure des membranes qui peuvent aboutir a
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I'éclatement des grains (PILBEAM et KIRKBY 1983,
SHIVANNA et JOHRI 1985, VASIL 1987) et provoquer une
baisse de la masse fraiche du pollen et de sa teneur
en eau (SIDHU et MALIK 1985). L'acide borique et le
borax (tétraborate de sodium) sont les formes de bore
le plus souvent utilisées dans les milieux de culture.

— Autres ions

Les cations comme le potassium, le sodium et
le magnésium ne sont pas indispensables a la
croissance du tube, mais leur présence amplifie
l'action du calcium lorsqu'il leur est associé
(BREWBAKER et KWACK 1963). C'est pourquoi on les
retrouve dans la composition des deux principaux
milieux de culture du pollen (BrRewBaker et Kwack 1963,
HESLOP-HARRISON 1979a).

1.3.3.2 Réle des sucres

La présence de glucides dans le milieu de
culture du pollen favorise la croissance du tube
pollinique. Le saccharose est le plus utilisé (STANLEY
et LINSKENS 1974, VAsSIL 1987). Son role est double
puisqu'il est un agent osmorégulateur et un nutriment
carboné qui alimente le métabolisme du grain de
pollen lors de la germination (O'’KELLEY 1955, NYGAARD
1977, SAREEN et VASISHT 1983, VASIL 1987).

VISSER (1955) suggére que «la croissance du
tube pollinique n'est réalisée qu'a partir des réserves
du grain et que l'effet des sucres sur la germination
est, selon toute probabilité, di a ses propriétés
osmotiques ». Ainsi, cet auteur limite le role des
glucides a celui d'agents régulant les flux d'eau dans
le grain de pollen au cours de sa germination. Depuis,
plusieurs auteurs ont effectué des recherches afin de
caractériser le réle des glucides lors de la
germination. Les grains de pollen des Gymnospermes
ont, en général, de faibles réserves glucidiques. Par
exemple, le pollen de Pinus thunbergii ne contient
que 2,8 % d'amidon (STANLEY et LINSKENS 1974).
O'KELLEY (1955) a utilisé, dans un milieu de culture,
des sucres marqués au e pour démontrer que les
sucres du milieu sont utilisés par le tube pollinique
en croissance. Par ailleurs, on a étudié le role du
saccharose comme agent osmotique avec du pollen
de noix de cajou (SUBBAIAH 1984). Ce pollen germe
bien dans une solution contenant 35 % de
saccharose. Le pourcentage de germination de ce
méme pollen n'a présenté aucune différence
significative en présence d'une solution, de méme
pression osmotique, contenant un mélange de
saccharose et de polyéthylene glycol (PEG) 4000,
agent osmotique inerte qui n'a aucun pouvoir nutritif.
De plus, la présence du PEG augmente la vitesse
d'apparition du tube pollinique. Chez le douglas
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taxifolié, le saccharose ne semble pas avoir un role
de source de carbone mais d'agent créant la pression
osmotique du milieu de culture (WEBBER et BONNET-
MASIMBERT 1993). Pour la méme espéce, le milieu de
BREWBAKER et KWACK (1963), qui ne contient que du
PEG, donne d'excellents pourcentages de
germination. Toutes ces expériences montrent que
les glucides ont bien un double réle dans les milieux
de germination. Toutefois, il apparait que leur role
d'agent osmotique soit prédominant dans bien des
cas. Un déséquilibre osmotique peut se traduire par
une fuite du cytoplasme a I'extrémité du tube, ou par
une absence de tube pollinique.

1.3.3.3 Autres composants du milieu

Les pollens ont des vitesses de germination tres
variables. Par exemple, le pourcentage de
germination du pollen d'avocat est évalué aprés trois
heures de culture (SAHAR et SPIEGEL-ROY 1984). Le
pollen du bouleau germe facilement en 5 heures
(CoLas et MERCIER 1994a) et celui du douglas
commence a germer au bout de 24 heures
(CHARPENTIER et BONNET-MASIMBERT 1983). La
prolongation des cultures peut entrainer l'‘apparition
de contaminants (champignons, bactéries, etc.) et ce
malgré [l'utilisation de milieux stériles. On a donc
envisagé d'additionner des antibiotiques aux milieux
de culture. Chez le douglas, l'addition de 15 ng/ml
de nystatine et de 15 ng/ml de chloramphénicol
empéche la prolifération des bactéries et des
champignons tout en n'influencant pas le
pourcentage de germination du pollen (MELLEROWICZ
et BONNET-MASIMBERT 1983). L'addition de tétracycline
au milieu de culture du pollen dolivier a un effet
significatif direct sur la stimulation de la croissance
des tubes polliniques. De plus, elle permet Ia
formation de tubes plus longs (PINNEY et PoLITO 1990).

BREWBAKER et KWACK (1963) ont étudié I'effet de
l'addition de différentes hormones végétales, de
vitamines ou dacides aminés au milieu de
germination. Aucun effet de stimulation n'a été mis
en évidence. Ceci doit étre di au fait que les grains
de pollen contiennent déja ces composés et n'exigent
pas d'excédents pour la croissance du tube pollinique
(STANLEY et LINSKENS 1974).

1.3.3.4 pH du milieu de culture

Les deux principaux milieux de culture, ceux
de BREWBAKER et Kwack (1963) et de HEsLOP-HARRISON
(1979a), ont des pH respectifs de 5,3 et 5,8. La plupart
des tests de germination ont lieu a des pH voisins de
6 (SHIVANNA et JOHRI 1985). CHARPENTIER et BONNET-
MASIMBERT (1983) ont montré que chez le douglas, les
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meilleurs pourcentages de germination sont obtenus
avec des pH compris entre 4,3 et 6,1. MELLEROWICZ et
BONNET-MASIMBERT (1983) ont réalisé une étude
semblable sur le pollen de méléze. Les pH testés
initialement se situaient entre 4,0 et 8,2. A la fin de la
culture, quel que soit le pH initial, tous les milieux de
culture avaient un pH de 6,5 et ce, sans modification
significative du pourcentage de germination. Ceci
révéle la capacité du pollen a exercer un pouvoir
tampon afin de rendre le milieu de culture favorable
au développement de leur tube pollinique. La
modification du pH débute dés I'immersion du pollen
dans la solution et dure toute la culture. Cette
propriété a aussi été observée chez deux espeéces
de pin, le pin pignon et le pin maritime (CELA RENZONI
et VIEGI 1991) ainsi que chez I'épinette du Colorado
(tableau 4 ; CRAM et LINDQUIST 1984). Ces études
montrent que le strict maintien du pH du milieu de
culture n'est pas indispensable dans la mesure ou le
grain de pollen est capable de régir le pH de son
propre environnement. VAN RyN et al. (1986) ont étudié
la capacité du pollen de différentes especes feuillues
(comme les bouleaux et les érables) a ajuster le milieu
de culture selon son pH initial. lls ont constaté que le
pouvoir tampon du pollen augmente avec la quantité
de grains en culture. Toutefois, si le pH est inférieur &
3,4, la germination in vitro est bloquée. Ce type de
résultat a aussi été observé par HUGHES et Cox (1993).
Il semble que le pollen des arbres résineux soit moins
sensible a ces variations de pH que le pollen des
arbres feuillus (Cox 1988).

1.3.4 Nature du milieu

Les techniques les plus utilisées pour réaliser
les tests de germination in vitro sont la culture en
goutte pendante (RIGHTER 1939) et la culture en milieu
gélosé (DUFFIELD et SNOW 1941).

La culture en goutte pendante présente
l'avantage d'utiliser de tres faibles quantités de milieu
de culture (environ 0,1 ml) et, de ce fait, peu de pollen
(KEARNS et INoUYE 1993). Ce type de culture permet de
suivre la croissance du tube polliniqgue en continu en
placant la lame directement sous I'objectif d'un
microscope. Le principal inconvénient de cette
technique est linstabilité de la goutte qui rend
impossible son transport.

La culture sur un milieu gélosé exige plus de
matériel, aussi bien du milieu de culture que de pollen.
Il est aussi possible d'observer la croissance en
continu. Le milieu de culture est stable et il est aisé
de le transporter pour effectuer les observations
(KEARNS et INOUYE 1993).
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Un des facteurs qui influencent la germination
du pollen est la vitesse avec laquelle I'eau est prélevée
dans le milieu de culture par le grain (VISSER 1955,
HESLOP-HARRISON 1979b). Un moyen de régir cette
absorption de I'eau consiste a ajouter de l'agar (agent
gélifiant) dans le milieu. Pour le test du pollen de
noyer, la solidification du milieu a l'aide d'agar réduit
le nombre d'éclatements des grains et améliore a la
fois la germination et la longueur des tubes émis. La
teneur la plus favorable est de 0,65 % ; a une
concentration plus élevée, le pourcentage de
germination sera plus faible (LUzA et POLITO 1985).

1.3.5 Conditions culturales
1.3.5.1 Température

Les tests de germination in vitro ont lieu & une
température voisine de 25 °C (KLAEHN et NEU 1960,
STANLEY et LINSKENS 1974, SHIVANNA et JOHRI 1985).

Le pollen davocat a été testé a différentes
températures (SAHAR et SPIEGEL-RoY 1984) ; il en ressort
gque sa croissance optimale se situe entre 6 et 25 °C ;
au-dela de 27 °C, le pourcentage de germination
diminue significativement. On peut faire une
observation semblable a propos du pollen d'olivier
(FERNANDEZ-ESCOBAR et al. 1983) ; au-dela de 25 °C,
qui correspond a la température pour laquelle on
observe le meilleur pourcentage de germination, celui-ci
est significativement réduit pour devenir nul a 35 °C.
Dans le cas des deux espéces testées, bien que les
pourcentages de germination de différentes variétés
soient variables, le comportement face a la
température demeure le méme.

La réalisation de tests de germination du pollen
in vitro a différentes températures, peut étre un moyen
de repérer des individus qui tolerent des températures
extrémes (EGEA et al. 1992). De plus, elle peut servir a
établir des gammes de viabilité servant a faire le lien
entre les valeurs obtenues par les tests rapides et
celles des tests de germination in vitro (PHILIPPE et al.
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1991, CoOLAS et MERCIER 1994b). Chez le pin gris,
l'application d'une température de 40 °C pendant
24 heures n'entraine aucune réduction significative
du pourcentage de germination in vitro (COLAS 1992).
En fait, ce n'est qu'a partir de 50 °C qu'on observe
une réduction de ce pourcentage. Il faut appliquer
une température de 65 °C durant 7 heures pour tuer
le pollen de pin gris. Cette baisse est trés rapide a
73 °C puisqu'une heure est suffisante pour obtenir
un pourcentage nul de germination in vitro (COLAS et
MERCIER 1994b). Le pollen des bouleaux n'offre
quasiment aucune résistance a la température. En
effet, les échantillons soumis a une température de
25 °C durant 3 heures ont une viabilité nulle (COLAS
et MERCIER 1994a).

1.3.5.2 Eclairage

Les tests de germination in vitro ont
généralement lieu dans I'obscurité (SHIVANNA et JOHRI
1985). BRINK (1924) et JOHNSON (1943) ont montré
gue la lumiére n'avait pas d'effet stimulant sur le
développement du tube pollinique. Des études plus
récentes montrent que la longueur d'onde de la
lumiére peut avoir des effets stimulants ou inhibiteurs
sur la croissance du tube (CHHABRA et MALIK 1978).
Cet effet semble varier fortement selon les espéces
(SEEMA et RAJEEV 1982).

Le tableau 5 dresse la liste des références
portant sur les différents milieux de culture utilisés
pourla germination in vitro des pollens d'arbres
forestiers.

1.3.6 Limites du test de germination in vitro

BREWBAKER et KWACK (1963) ont montré que la
concentration du pollen sur le milieu de culture avait
une influence sur le pourcentage de germination
observé ; plus la densité est élevée, plus le
développement des tubes polliniques est favorisé.
CoLAs et MERCIER (1994a) obtiennent des résultats
semblables avec le pollen de bouleau de méme que

Tableau 4. Evolution du pH d'une solution de saccharose a 10 %, de pH initial variable, durant
24 heures d'incubation pour le test de germination in vitro du pollen de Picea pungens

(extrait de CRAM et LINDQUIST 1984)

Lo Heures d'incubation et
pH initial des pH des solutions
solutions
0,1h 2h 6 h 24 h
3,0 3,4 4.8 5,6 6,2
55 5,5 5,5 5,8 6,3
8,0 7.0 6,0 6,0 6,5




Tableau 5. Conditions du test de germination in vitro de pollens d'arbres forestiers

Conditions du test de germination in vitro

Espece Réhydratation Clo.mposition du oH Durée de Lumiére Température Référence
milieu de culture la culture de la culture
Picea pungens non 10 % saccharose 4 30 h non 25°C CRAM et LINQUIST 1984
1,5 % agar
Pinus pinaster 24ha?25°C 9 % saccharose 6,4 48 h non 25°C CELA RENZONI et VIEGI 1991
Pinus pinea 0 % agar
Pseudotsuga 16 ha 26 °C 8,09 mM H3;BO;3 43 a 48 h non 25°C CHARPENTIER et BONNET -
menziesii 1,27 mM CA(NOs), 6,1 MASIMBERT 1983
1,0 mM KNO3
1,45 mM MgSO0,
Juglans regia 3ha25°C 20 % saccharose N.D." 24 h non 25°C LuzA et PoLITO 1985
0,65 % agar
0,16 mM HzBO3
1 mM CacCl,
Populus deltoides non 10 % saccharose N.D." 10h non 23 °C RAJORA et ZSUFFA 1985
Populus nigra 0,6 % agar
Populus non 20 % saccharose N.D." 10 h non 23 °C RAJORA et ZSUFFA 1985
maximowiczii 0,6 % agar

LN.D. : non déterminé.
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AHLGREN et AHLGREN (1978) avec du pollen de pin blanc.
Ce phénoméne a pour conséquence de produire des
résultats variables si on ne tient pas compte de la
densité d'ensemencement. Il est donc trés important,
en réalisant des tests de germination in vitro, d'utiliser
des conditions constantes de densité d'ense-
mencement.

L'interprétation des résultats d'un test de
germination in vitro doit étre faite avec prudence. Un
faible pourcentage de germination est souvent attribué
ala mauvaise qualité du pollen. Mais ce résultat
s'observe lorsque les conditions de culture ne sont pas
adaptées a l'espéce testée. Les besoins pour la
germination varient beaucoup entre les espéces. De
plus, les besoins d'un méme échantillon de pollen
peuvent varier aprés que celui-ci ait subi un stress
comme la conservation (POLITO et LUzA 1988).

1.4 Evaluation de la viabilité du pollen
par un test de germination in vivo
(ou test de fécondité)

Pour de nombreux auteurs, la réalisation d'un
test de germination in vivo fournit la vraie réponse
quant a la viabilité de I'échantillon testé (TowiLL 1985,
DIGONNET-KERHOAS et GAY 1990, WEBBER et BONNET-
MASIMBERT 1993). On parle alors de fécondité. La
mesure de la germination peut consister en une
simple mesure visuelle du tube pollinigue en
croissance a l'intérieur de la fleur femelle (MARTIN 1959,
SHELLHORN et al. 1964) ou en un dénombrement des
graines produites consécutivement a une pollinisation
dirigée*. La premiére technique est rarement utilisée
avec le pollen des arbres forestiers ; elle ne sera donc
pas décrite ici.

La principale précaution a prendre dans les
croisements dirigés est de s'assurer que du pollen
étranger ne se déposera pas sur les fleurs.
Conséquemment, ces fleurs seront ensachées avant
le moment de leur réceptivité. La fécondité est
déterminée par le rapport entre le nombre de graines
pleines produites et le nombre total de graines.
L'évaluation du rendement en graines donne un
indice de la fécondité réelle de I'échantillon de pollen
testé mais ne permet pas de déterminer le
pourcentage de grains germés dans la population
(DIGONNET-KERHOAS et GAY 1990). Par ailleurs, cette
techniqgue n'est pas pratigue compte tenu du trés
grand laps de temps qui s'écoule entre le moment
de la pollinisation et I'obtention des résultats (entre
guatre mois et deux ans selon les especes). Ce type
de test est donc, le plus souvent, utilisé a des fins de
recherche. De nombreux facteurs intrinséques ou
extrinséques peuvent étre a l'origine d'un avortement
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éventuel des graines, par exemple [I'état
physiologique de la fleur femelle au moment de la
fécondation (HAGMAN 1975), la compatibilité génétique
du pollen avec l'arbre héte (Owens et BLAKE 1985) et
les déviations morphophysiologiques qui peuvent
survenir aprés la fécondation comme les
changements hormonaux (TAKAO 1960, SARVAS 1962),
la compétition pour les éléments nutritifs (Lyons 1956,
BURDON et Law 1973) et I'eau (REHFELDT et al. 1971,
Sweer 1973) ainsi que les conditions environ-
nementales (SARVAS 1962, DOGRA 1967, KosINski 1987,
FERRAND 1988) et les infestations par des insectes
(MerRCIER et al. 1991). Il n'est donc pas possible de
déterminer par cette technique le pourcentage réel
de viabilité du pollen. Toutefois, la germination in vivo
permet de connaitre le « pouvoir de fécondation » des
grains de pollen, ce que ne peuvent faire les tests de
germination in vitro.

1.5 Corrélations entre les différentes techniques
servant a évaluer la viabilité du pollen

1.5.1 Comparaison des tests de germination
in vitro et des tests colorimétriques

Les auteurs d'une étude comparative réalisée
sur différentes variétés de pollen de peuplier (RAJORA
et ZSUFFA 1985) mentionnent que la germination in
vitro du pollen de peuplier dure dix heures alors que
le résultat d'une coloration au TTC s'obtient en moins
d'une heure. Cette justification est souvent évoquée
pour appuyer des études comparatives. Dans le cas
du peuplier, il existe une bonne corrélation entre les
deux tests, bien que la valeur fournie par la coloration
soit toujours plus élevée que celle du test de
germination in vitro ; la principale différence s'observe
entre les variétés. Le test au TTC est jugé fiable chez
le pin (COOK et STANLEY 1960) mais ces observations
sont contredites par MERCIER (1990). Il semble que la
technique du test FCR, également utilisée dans les
études sur le pollen d'arbres forestiers, soit I'un des
meilleurs tests calorimétriques (LA PORTA et ROSELLI
1991).

KAPYLA (1991) compare l'efficacité de différentes
méthodes de coloration pour déterminer la viabilité
d'échantillons de pollen d'espéces anémophiles. Il
constate que le pourcentage de germination in vitro
peut étre nul alors que les grains présentent toujours
une coloration normalement associée a la viabilité.
Cette observation montre en fait que les résultats
estimés a l'aide des tests colorimétriques surestiment
les valeurs obtenues par les tests de germination in
vitro. Ce phénoméne tend a démontrer la différence
qui existe entre un « test de viabilité » et un « test de
germination ».
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1.5.2 Comparaison des tests de germination
in vitro et des tests biochimiques

La teneur du pollen en ATP est directement liée
au pourcentage de germination in vitro de ce méme
pollen. Cette corrélation a été établie par CHING et al.
(1975) avec le douglas taxifolié, le sapin noble et la
pruche de I'Ouest.

Sur des échantillons conservés, le pourcentage
de glucides et d'acides organiques endogénes est

directement lié a la capacité de I'échantillon & germer
in vitro (STANLEY et POOTSCHI 1961).

CHING et CHING (1976) ont montré que la
conductivité d'un filtrat de pollen révele, avec une
bonne fiabilité, la capacité de celui-ci & germer. En
effet, il existe une bonne corrélation entre la
conductivité du filtrat et sa teneur en sucres et en
acides aminés (dosage par le réactif d'anthrone). I
faut toutefois se rappeler que plus cette teneur est
forte, moins la germination du pollen est élevée.
FOSTER et BRIDGWATER (1979) aboutissent au méme
résultat avec le pin a lI'encens.

Les tests biochimiques permettent d'évaluer
rapidement la viabilité du pollen. Cela permet un gain
de temps appréciable, ce qui n'est pas a négliger
lorsqu'on sait que le délai entre la dissémination du
pollen et la réceptivité des fleurs femelles est souvent
trés court.
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1.5.3 Comparaison des pourcentages de
germination et de fécondité

Dans une pollinisation naturelle, le tube
pollinique rencontre un environnement complexe et
changeant au cours de sa croissance. Dans un milieu
de culture synthétique, ces contraintes sont absentes.
Ainsi, la germination in vitro ne pourra pas forcément
étre représentative de ce qu'on observe dans les
conditions naturelles. Un bon exemple illustrant ce
fait concerne la mesure des tubes polliniques émis
dans les conditions artificielles. SORENSsON et NAGAHARA
(1989) et OnI (1990) ont mesuré la longueur des tubes
polliniques émis in vitro. Dans les deux cas, ces tubes
avaient une longueur insuffisante pour atteindre les
tissus femelles et effectuer la fécondation. On a étudié
le pollen du pacanier (Carya illinoensis Koch [C.
olivaeformis Nutt.]) afin de comparer le pourcentage
de germination in vitro et le pourcentage de graines
formées aprés des pollinisations effectuées avec ce
méme pollen (YATES 1990). L'évaluation de la
germination in vitro produit toujours des valeurs
supérieures a celles qu'on observe in vivo (FOSTER et
BRIDGWATER 1979). A linstar des tests de viabilité qui
surestiment les résultats par rapport aux tests de
germination in vitro (voir section 1.5.1), on peut penser
que ce dernier type de test surestime a son tour les
valeurs par rapport a celles qu'on observe dans la
nature.
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Chapitre deux

Influence de la teneur en eau
sur la viabilité et la conservation du pollen

Au moment de son émission, le pollen se trouve
dans un état de déshydratation important qui varie
selon les espéces. Par exemple, la teneur en eau du

pollen de peuplier est de l'ordre de 6 % (DUMAS et al.

1984) et celle du douglas taxifolié se situe entre 5 et
10 % (CHARPENTIER et BONNET-MASIMBERT 1983). La perte
deau a lieu au cours des stades finaux de la
maturation avant l'anthése* et se poursuit dans lair
(HESLOP-HARRISON 1979b, CRANE 1986), sans toutefois
dépasser un seuil au-dela duquel on observe une
perte de viabilité (PoLITO et LuzA 1988). La
déshydratation place le pollen dans un état de
ralentissement de son métabolisme pour conserver
saviabilité jusqu'a la réalisation de la pollinisation
(HESLOP-HARRISON 1987). Dans des conditions
naturelles, cette perte d'eau ne provoque pas de
désorganisation irréversible des membranes de la
cellule végétative, mais ces changements structuraux
modifient la perméabilité de celle-ci. Ainsi, le
plasmalemme* devient inefficace comme barriere
osmotique. La capacité a germer est déterminée par
la possibilité de la membrane a retrouver son intégrité
lors de la pollinisation ou de la mise en culture
(SHIVANNA et HEsLOP-HARRISON 1981). La réorganisation
de la membrane est provoquée par une hydratation
qui lui permet de retrouver sa structure normale, donc
sa perméabilité, et permet ainsi a la cellule d'avoir un
fonctionnement normal (BARNABAS 1985).

2.1 Teneur en eau du pollen

L'importance de la teneur en eau du pollen a
déja été soulignée dans le paragraphe 1.3.1.1. Celle-ci
joue un role prépondérant dans le maintien de la
viabilitt du pollen au cours de sa conservation.

Réduire la teneur en eau d'un grain de pollen diminue
fortement sa respiration (HOEKSTRA et BRUINSMA 1975).
La structure des pollens tricellulaires leur conféere une
fragilité importante, notamment une faible résistance
a la déshydratation ; les pollens bicellulaires sont plus
résistants a une déshydratation poussée (HOEKSTRA
et BRUINSMA 1975, CERCEAU-LARRIVAL et CHALLE 1986,
CAUNEAU-PIGOT 1988). Toutefois, BONNET-MASIMBERT
etal. (1997) ont observé chez le méléze qu'une
déshydratation poussée cause une baisse importante
de la viabilité du pollen évaluée par les tests de
conductivité, de respiration et de germination chez
le pollen non réhydraté. Ceci est partiellement
réversible aprés une réhydratation pour le test de
conductivité et de germination, mais non pour le test
de respiration. Ce pourrait étre l'indication qu'il existe
une limite du niveau de déshydratation du pollen de
méléze avant sa conservation.

Lors de la récolte, il est fréquent de sécher les
antheres ou les fleurs méles dans le cas des coniféres
(CoLas 1992). Ce séchage a un double role, il
provoque ou accélére la déhiscence des anthéres ou
des sacs polliniqgues et permet la réduction de la
teneur en eau du pollen (TowiLL 1985). La récolte des
fleurs doit avoir lieu juste avant la déhiscence. En effet,
c'est au cours des derniéres heures que le pollen
acheve sa maturation et que sa teneur en eau est
réduite (LIN et DICKINSON 1984). Une récolte précoce
nuit a la qualité du pollen. En effet, le pollen immature
qui subit les mémes traitements qu'un pollen
normalement arrivé a maturité perd rapidement sa
viabilité puisque ses membranes sont incapables
d'assurer une bonne perméabilité (HOEKSTRA et al.
1988).
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DUMAS et al. (1983) ont mis au point une
technique utilisant la résonance magnétique nucléaire
(RMN) pour déterminer la teneur en eau du pollen.
lIs ont utilisé cette technique pour faire le suivi de la
teneur en eau au cours de la perte de viabilité du
pollende chou (DUMAS et al. 1986). Cette perte est
associée a l'apparition d'une quantité croissante
d'eau libre* qui est le signal de la désorganisation
du plasmalemme. Lorsque les membranes internes
ont peu d'eau pour maintenir leur intégrité, elles se
désintegrent et le pollen meurt.

2.2 Maintien de la teneur en eau initiale
du pollen au cours de sa conservation

Il est important de maintenir la plus basse teneur
en eau possible tout au long de la conservation. Le
maintien d'une faible teneur en eau du pollen de pin
lors de I'extraction et durant la conservation limite la
dégradation enzymatique des substrats endogénes
essentiels a assurer la croissance initiale du tube
pollinique (STANLEY et POOSTCHI 1961). Les conditions
de conservation qui assurent le maintien de la viabilité
limitent I'action des enzymes qui dégradent les sucres
simples : en effet, les grains de pollen de pin
conservés qui ne germent pas ont une teneur en
glucides plus faible que ceux qui germent.

Il est bon de préciser que le maintien d'une
faible teneur en eau ne veut pas dire que la
conservation doit se faire dans une atmospheére
totalement séche. Par exemple, DUFFIELD (1954) a
publié des résultats sur la conservation de sept
espéces de pin. Aprés environ un an, les meilleures
conditions de conservation sont observées a une
humidité relative de I'air comprise entre 10 et 25 % et
aune température située entre 0 a 5 °C. Toutefois,
une humidité relative de l'air et une température de
conservation élevées entrainent une perte rapide de
la viabilité.

2.3 Réhydratation du pollen

La réhydratation est le prélevement contrélé
d'eau par le grain de pollen; c'est une étape
préliminaire essentielle (Luza et PouUTO 1987).
L'absorption d'eau par le grain est le premier stade
de la régénération des membranes chez les grains
déshydratés. Cette réhydratation donne le temps au
plasmalemme du grain de pollen de se réorganiser.
Le grain devient turgescent, ce qui est une condition
initiale indispensable a sa germination (SHIVANNA et
HESLOP-HARRISON 1981). La réhydratation
s'accompagne d'une réactivation du métabolisme du
grain. Une étude réalisée a l'aide d'un microscope
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électronique sur du pollen de douglas taxifolié
(CHARPENTIER et BONNET-MASIMBERT 1983) montre que
la réhydratation transforme des mitochondries ayant
une structure typiguement inactive en des
mitochondries plus allongées ou le nombre de crétes
est en augmentation, ce qui traduit une forte activité
métabolique. Le fait qu'une réhydratation du pollen
permette de restaurer une activité de germination
équivalente a celle du pollen frais montre que dans
unschéma de conservation du pollen, on peut
appliguer une déshydratation relativement poussée,
tout en ne dépassant pas une certaine limite. Si les
conditions de conservation ont été correctes, le pollen
retrouve son potentiel initial de germination (SHIVANNA
et HESLOP-HARRISON 1981).

De nombreux auteurs ont étudié l'influence de
la réhydratation du pollen sur sa germination. La
température a laquelle se fait cette réhydratation, ainsi
que le pourcentage d'humidité relative auquel est
alors soumis le pollen, ont une influence sur la viabilité
du pollen traité. Chez le douglas, une réhydratation
durant 16 heures dans une atmosphére saturée d'eau
a une température de 25 °C permet de maximiser le
pourcentage de germination (CHARPENTIER et BONNET-
MASIMBERT 1983, WEBBER 1996). Pour la méme espéce,
la réhydratation réalisée dans une atmosphére a 70 %
d'humidité relative et a une température de 10 °C
restaure le mieux la perméabilité des membranes,
mais le pourcentage de germination du pollen ainsi
traité est inférieur a celui qu'on observe lorsque la
réhydratation a lieu a 20°C (WEBBER et BONNET-
MASIMBERT 1989). Ce résultat montre que la
réhydratation n'aura un effet bénéfique que si elle se
fait dans des conditions initialement bien définies. JETT
et FRAMPTON (1990) ont analysé l'influence d'une
réhydratation préalable du pollen de pin a l'encens
sur le pourcentage de germination in vitro: la teneur
eneau du pollen augmente rapidement aprées
2 heures de réhydratation a 24 °C en atmosphére
saturée, pour atteindre environ 20 %. Le pourcentage
de germination in vitro devient maximal aprés un
temps de réhydratation de 1,3 heure (dans les
conditions décrites précédemment). Avant cette
étude, I'évaluation de la germination du pollen de pin
alencens se faisait aprés une réhydratation de
16 heures. La réduction de ce temps de traitement
est donc trés appréciable lorsque le pollen doit étre
utilisé rapidement.

MELLEROWICZ et BONNET-MASIMBERT (1986) ont
comparé l'effet de la réhydratation sur la germination
in vitro ainsi que sur la germination in vivo du pollen
de douglas. lls ont pu démontrer que la réhydratation
n'a pas le méme effet bénéfique sur la germination in
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vivo que celui observé in vitro. Il se peut que la teneur
en eau idéale pour la germination in vivo soit différente
de celle nécessaire a la germination in vitro. Quoi qu'il
en soit, il ne semble pas nécessaire de réhydrater le
pollen lors de travaux de croisements dirigés. De plus,
il semble que I'humidification des grains de pollen
avant la pollinisation favorise le développement
d'agents pathogénes lesquels provoquent
avortement des graines (MELLEROWICZ et BONNET-
MASIMBERT 1983). Le pollen non réhydraté est aussi
beaucoup plus facile a manipuler.

Chez le pin blanc, le pollen réhydraté durant
24 heures a une humidité relative de l'air & 95 % et a
température de la piéce augmente le pourcentage
de germination in vitro d'environ 25 % (AHLGREN et
AHLGREN 1978).
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Chapitre trois

Conservation du pollen

Les grains de pollen ont une durabilité physique
remarquable et sont biochimiquement inertes. C'est
l'un des matériels les plus résistants du monde
organigue a condition d'en bien malitriser les
conditions de conservation (BAJAJ 1987). Toutefois, il
n'‘en demeure pas moins que la conservation de leur
viabilité est relativement difficile & maintenir au-dela
de quelques années, parfois méme de quelques
jours. En général, les grains de pollen qui sont
recueillis, extraits et  séchés  correctement se
conservent bien alors que méme I'emploi des
meilleures techniqgues ne permettra pas de conserver
des grains de pollen qui ont été mal manipulés
(MERCIER et STIPANICIC 1990).

La conservation du pollen a pour but « [...] de
maintenir, sur un long intervalle de temps, la capacité
a féconder et a produire une descendance viable. Cela
n'implique pas seulement de conserver l'intégrité des
structures biologiques (par exemple le systéme
membranaire), mais aussi les substances
recouvrantes (tels les glycoprotéines, les glycolipides,
les pigments caroténoides, etc.) qui font partie du
systeme de reconnaissance mis en jeu lors de la
germination in vivo. » (CERCEAU-LARRIVAL et CHALLE 1986).

La conservation du pollen a donc
essentiellement deux objectifs. Le premier est
d'obtenir des collections de pollens trés variés,
notamment d'espéces menacées ou en voie
d'extinction, de facon & conserver la variabilité
génétique (KoopPowiTz et KAYE 1983). D'ailleurs, cette
préoccupation augmente avec les années puisque
les généticiens y trouvent des ressources qui seront
utilisées pour leurs nouveaux programmes (AURIOL
1992). Le second objectif concerne I'accumulation
de « réserves » de pollen. Ces réserves pourront servir

a compenser de mauvaises récoltes lors d'années
de faible production pollinique, afin de ne pas retarder
le programme d'amélioration génétique de l'espéce
en cause. Ce pollen pourra aussi étre utilisé dans des
programmes de croisements entre des espéces a
floraison décalée et permettre ainsi la production
d'hybrides impossibles a produire par la voie naturelle
(GRIGGS et al. 1971, LuzA et POLITO 1985, BRAMLETT et
MATTHEWS 1991, PHILIPPE et al. 1991). La conservation
dans le but d'acquérir des réserves de pollen peut
étre a son tour de deux types, soit:

— une conservation a court terme* qui correspond a
une durée de quelques semaines ;

— une conservation a long terme* qui correspond a
une durée supérieure ou égale a un an. Cette
derniere est celle qui est la plus souvent utilisée
pour conserver les ressources génétiques.

Avant d'envisager la conservation d'un
échantillon de pollen, il est essentiel de déterminer
son pourcentage de germination in vitro. En effet, il
estinutile de conserver du matériel de mauvaise
qualité.

3.1 Effet de la conservation sur la qualité du pollen

La conservation du pollen, pour des périodes
plus ou moins longues et aprés des traitements assez
draconiens, entraine-t-elle des altérations physio-
logiques ou génotypiques ?

Comme nous l'avons déja mentionné, les grains
de pollen ont une résistance physique remarquable
et ils sont biochimiquement inertes. Cette trés grande
résistance est due a la sporopollénine qui est le
principal composé de l'exine (figure 2; PONS 1958,

BRrRoOKS et SHAwW 1978, OWENS et BLAKE 1985, CERCEAU-
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Figure 2. Les différentes parties d'un grain de pollen d'arbre résineux (a I'exception du méléze et du douglas taxifolié).

LARRIVAL et HIDDEUX 1986, ABID 1991). Ce sont les
qualités  biochimiques et biophysiques de la
sporopollénine (résistance, élasticité, légéreté) qui
assurent la protection, en particulier contre les
rayonnements ultra-violet, et la dispersion du matériel
génétique inclus dans le pollen. C'est d'ailleurs cette
méme sporopollénine qui se fossilise dans les
sédiments, alors que la membrane interne (l'intine),
pectocellulosique, et le contenu cellulaire
disparaissent.

Selon WANG (1975) la détérioration est surtout
d'ordre physiologique et elle serait due a :

— I'épuisement des réserves respiratoires ;

— linactivation des enzymes, des nucléotides, des
régulateurs de croissance et de lacide
pantothénique ;

des lésions survenues durant la phase de
dessiccation ;

— l'accumulation de déchets métaboliques ;

— l'auto-oxydation des lipides contenus dans I'exine
du pollen.

La détérioration physiologique est
principalement due a une diminution partielle ou totale
de la capacité a synthétiser I'amidon et, par voie de
conséquence, a provoquer lallongement du tube
pollinique. En fait, cette détérioration physiologique
est étroitement liée & l'augmentation de la
concentration de protéines dénaturées dans les
grains de pollen (BINGHAM et al. 1964).
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Il est bien entendu que la qualit¢é du pollen
conservé dépendra de sa maturité physiologique au
moment de la récolte (MERCIER 1990). De plus, le
pourcentage de dégénérescence en cours de
conservation dépendra de [l'arbre-mére et des
conditions environnementales lors de la récolte.

Les techniques de conservation ont donc pour
objectif de contrer la détérioration physiologique du
pollen. Conséquemment, on doit optimiser les
conditions du milieu de conservation, de maniere a
bloquer toute activité du métabolisme, sans toutefois
altérer les structures physiques et les composantes
biochimiques du grain de pollen, notamment les
molécules qui, au niveau de I'exine, assurent les
mécanismes de reconnaissance lors de Ia
pollinisation (CERCEAU-LARRIVAL et CHALLE 1986). Sept
facteurs limitatifs doivent étre pris en compte dans la
conservation du pollen (BAJAJ 1987) :

— lateneur en eau du pollen durant la conservation ;
— le mode de déshydratation ;

— le type de contenant utilisé ;

— la température de conservation ;

— la réalisation d'un vide (lors d'une lyophilisation) ;

— le mode dacclimatation (principalement a la
température ambiante) du pollen aprées la
conservation ;

— le mode de réhydratation aprés la conservation.

HERMAN (1969) considére que la conservation
dupollen a des températures cryogéniques peut
entrainer des mutations. Une étude réalisée sur le
pollen de la lignée T + d de Petunia (FARCY et al. 1990)
a fait ressortir les caractéres polydominants pour la
coloration des pétales. Le pollen de cette lignée,
lyophilisé et conservé & de faibles températures, a
été utilisé pour réaliser des croisements avec une
lignée polyrécessive pour les mémes caractéres.
L'analyse de la descendance n'a pas permis de faire
ressortir de modifications génétiques fondamentales
(FARCY et al. 1990).

Le pollen conservé peut-il subir des altérations
physiologiques ? CERCEAU-LARRIVAL et CHALLE (1986)
préconisent la réalisation de croisements. Un
raisonnement semblable est suivi par
DIGONNET-KERHOAS et GAY (1990) qui pronent la
réalisation de pollinisations dirigées de maniere a
déterminer si une sélection génotypique a eu lieu
apres le traitement du pollen.
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3.2 Facteurs influencant la conservation
3.2.1 Humidité relative de I'air ambiant

Le chapitre deux traitait spécifiquement de
l'influence de la teneur en eau sur la viabilité du pollen.

3.2.2 Température de conservation

On admet généralement que la réduction de la
température de conservation du pollen augmente sa
durée de vie (SHIVANNA et JOHRI 1985, BAJAJ 1987).
Habituellement, les températures comprises entre
0 et 5 °C sont utilisées pour des conservations a court
terme. A ces températures, le métabolisme est ralenti
mais pas suffisamment pour permettre une
conservation de longue durée (BAJAJ 1987). Toutefois
BRAMLETT et MATTHEWS (1991) ont conservé du pollen
de pin a I'encens durant 10 ans a 3 °C ; aprés ce délai,
le pourcentage de germination in vitro observé était
de 92 %. Plus la température est réduite, plus la durée
de conservation du pollen augmente. TowiLL (1985)
définit —20 °C comme la température idéale de
conservation. De méme, LANTERI et al. (1993) concluent
gu'en général, une conservation du pollen a -18 °C
peut étre fort utile dans les programmes d'hybridation.
En effet, la dissémination du pollen peut avoir lieu
avant la réceptivité des fleurs femelles. La
conservation du pollen permettrait donc la réalisation
des croisements.

Une température comprise entre 0 et -80 °C
provoque le phénoméne de la cristallisation de l'eau;
la glace prend la forme de cristaux qui ont tendance
a occuper un plus grand volume a lintérieur de la
cellule (ARES et MARCOUX 1971). Certains travaux ont
montré qu'un refroidissement trop rapide peut
entrainer des Iésions mécaniques qui induisent la
pseudoplasmolyse* ainsi que la formation de cristaux
de glace et de bulles d'air et des craquelures (WANG
1975, OWENS et BLAKE 1985). A une température
inférieure a -80 °C, l'eau se vitrifie en formant
instantanément une glace qui ne prend pas
d'expansion. Grace a la structure hautement
résistante du pollen, on a envisagé de le soumettre a
des températures beaucoup plus faibles comme celle
de l'azote liquide (-196 °C). On parle alors de
cryoconservation. A cette température, toutes les
activités métaboliques sont bloquées de maniére a
arréter le vieillissement du pollen (BINDER et al. 1974),
ce qui devrait prolonger la durée de conservation
(MAZUR 1966). Selon TowiLL (1991), la cryoconservation
consiste « a placer et a maintenir du matériel
biologique a de faibles températures de facon a ce
qgue la viabilité soit maintenue aprés le retour aux
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conditions de température normale ». Le probléme

de maintenir des échantillons a des températures '
aussi basses est la présence éventuelle d'eau. ‘ =
Toutefois, la teneur en eau du pollen peut étre réduite & 3
avant le traitement, par un séchage (TowiLL 1991). Par o o
exemple, le pollen de Clianthus formosus doit o i % E | &
absolument subir une déshydratation préalable de e |- E o 2
3 heures avant d'étre conservé dans l'azote liquide g |@| £ 0 5
(HUGHES et LEE 1991). Le pollen de douglas subit au }'E Q = : o
préalable un séchage a l'air qui réduit sa teneur en e | 5 - |3 ®
eau aux environs de 4 a 7 % ; les échantillons sont - 'JE =
ensuite plongés directement dans l'azote liquide 2 5
(CoPEs 1985). Selon ce dernier auteur, c'est la &
simplicité de la méthode qui explique l'uniformité des
résultats qu'il a observés avec le pollen conservé dans '
l'azote liquide. Aprés trois années de conservation, |
le pourcentage de germination in vitro est le méme ] © @
que lors de la récolte (COPES 1987). " 2|2 3| 8
3| 3| 5|8 8
YATES (1990) a utilisé du pollen de pacanier, g = 2 i E
conservé trois ans dans l'azote liquide, pour des § E @ w &l &
croisements sur le terrain. Il a pu démontrer que = E = IR S
l'utilisation d'un tel pollen n'influencait pas la grosseur ] D_“f :];_u 7oy T
des fruits. Par ailleurs, des chercheurs japonais 2 - |
(ICHIKAWA et SHEDEI 1971) ont réussi a maintenir la 1 2 |
viabilité du pollen d'arbres feuillus dans I'azote liquide 'J::: 2
durant 5 a 7 ans avec des pourcentages de =§ % - ‘E 0
germination de l'ordre de 10 & 23 %. a [/ @ = |2 22 2
: |5/88 2|33 3
3.2.3 Composition de I'atmosphére 3 IT 3 8 Al ok
pendant la conservation 3 E ol
o
La qualité de I'atmosphére dans les flacons E— § b
durant la conservation est un autre facteur dont il faut 2 3 e
tenir compte. Son influence est notable sur la durée g al 2 | 0 ool o
de conservation. L'exposition du pollen & l'oxygéne - |5 E 2ol B0 Y
a des effets négatifs sur la conservation (STANLEY et 5 % E. ol b o [
LINSKENS 1974, BAJAJ 1987). Pour minimiser la quantité = Sl o ;
d'oxygéne en contact avec les échantillons, on utilise e (o] ¥ |
deux techniques : la premiére consiste a faire le vide ® !
alors qu'une seconde réside a remplacer l'air par un E <
gaz inerte comme [l'azote. Ces deux techniques © @
permettent de prolonger la durée de vie des 'g : 2 EE .
échantillons (CERCEAU-LARRIVAL et CHALLE 1986). - 1 8 o mi~l O
Toutefois, les deux techniques ne sont pas applicables =) al |y D“j f: <
aux mémes pollens ; quand l'une est valable, l'autre £ 5
ne l'est pas (TOWILL 1985). E o
w
3.2.4 Type de pollen Z <
[ @ =
Bien que les pollens des arbres feuillus et des *E @ " E D ;
arbres résineux appartiennent au méme type B o = E = % 2 E
bicellulaire, leur résistance aux manipulations et a la o g = g < ol g 5
conservation est tres différente. Le pollen des arbres 2 o & ) [l %, £9 =
feuillus est tres fragile. Par exemple, le pollen de o I8 El |3 E{':J, o
bouleau est trés sensible a I'humidité, mais ne tolére E @ > o DDl F

pas les séchages (COLAS et MERCIER 1994a). De ce
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fait, I'optimisation des conditions de conservation est
plus complexe. Le pollen des arbres résineux a une
résistance bien supérieure, il toléere beaucoup plus
facilement des traitements a des températures élevées
(BRAMLETT et MATTHEWS 1991, COLAS 1992, COLAS et
MERCIER 1994b).

Le tableau 6 présente des références sur
différentes techniques de conservation de quelques
pollens d'arbres forestiers.

3.3 Les différentes techniques de conservation
3.3.1 La lyophilisation

La lyophilisation est une technique couramment
utilisée pour la conservation de différents organes
végétaux (BECWARet al. 1983, AHUIA 1986, ENGELMANN
et BAUBAULT 1986, DEVALLEE et al. 1989). Elle s'est
développée pour la conservation des pollens de tous
types de végétaux (CERCEAU-LARRIVAL 1990). Cette
technique permet d'éliminer a froid l'eau contenue
dans le matériel végétal. Le principe consiste a mettre
sous vide un échantillon congelé de maniére a
éliminer de I'eau par sublimation. KING (1961, 1965) a
été le premier a obtenir des résultats significatifs sur
la conservation du pollen par cette technique. De
facon a limiter les effets lésants de la lyophilisation
sur le pollen, il est utile de réaliser une précongélation
(@-30 °C) avant de soumettre I'échantillon au
traitement (PFEIFFER 1955, KING 1961). De méme un
séchage préalable peut étre nécessaire. Le pollen de
pin blanc ayant une teneur en eau de 40 % ne survit
pas a la lyophilisation (CHING et CHING 1964). Le méme
pollen dont on a réduit la teneur en eau a 18 %
demeure viable. Le séchage a l'air du pollen de pin,
pour obtenir une teneur en eau de 8 a 10 %,
augmente le temps durant lequel I'échantillon peut
étre lyophilisé sans dommages (CHING et CHING 1964).
Chez le douglas, le meilleur prétraitement pour
garantir un bon taux de survie a la lyophilisation
consiste a réduire la teneur en eau du pollen a 8 % et
a appliquer un refroidissement de 36 jours a 0 °C
(LIVINGSTON et CHING 1967). SCHOENIKE et BEY (1981)
conseillent de conserver certaines espéces forestiéres
(comme les pins et les eucalyptus) a l'aide d'une
lyophilisation suivie d'une conservation en chambre
froide. Ces auteurs pensent qu'il est possible de
maintenir la viabilité de certaines espéces durant
environ 50 ans. lls ont obtenu des résultats concluants
aprés 15 ans de conservation du pollen de pin gris.
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Avant d'étre utilisé pour réaliser des tests de
germination in vitro, le pollen lyophilisé et conservé
doit étre réhydraté (CHARPENTIER et BONNET-MASIMBERT
1983). Cette réhydratation ne sera efficace que si les
membranes du grain ont été peu altérées par la
lyophilisation, c'est-a-dire si la perte d'eau n'a pas
été trop importante (CERCEAU-LARRIVAL et CHALLE 1986).

3.3.2 Conservation dans des solvants
organiques

L'utilisation de solvants organiques pour
conserver le pollen a été peu étudiée. Selon JAIN et
SHIVANNA (1988), les solvants organiques conferent des
conditions de conservation anhydres et limitent la
qguantité d'oxygene disponible pour la cellule. Ces
propriétés seraient adéquates pour que les solvants
soient largement utilisés.

IWANAMI (1972) a conservé du pollen de
différents taxons dans des solvants comme l'acétone,
le benzéne et le chloroforme. A court terme, les
résultats sont prometteurs, d'autant que les tubes
polliniques produits par les pollens ainsi conservés
sont plus longs que ceux produits par les témoins
conservés au froid. Toutefois, MISHRA et SHIVANNA (1982)
ont montré que la conservation du pollen de feve et
de pois dans des conditions de température et
d'humidité contrélées donne de meilleurs résultats
gue la conservation dans des solvants organiques.
De plus, l'utilisation de solvants organiques pose un
probléme lors de croisements dirigés puisqu'il est
nécessaire de séparer le solvant du pollen avant la
pollinisation. En effet, la présence d'un solvant
organique a des effets désastreux sur la fécondation
(Cox 1988).

3.3.3 Conservation dans I'huile

Les huiles sont des liquides qui ne se
mélangent pas a l'eau. Cette particularité leur confére
les mémes propriétés que les solvants organiques.
JAIN et SHIVANNA (1990) ont montré que le pollen de
Crotalia retusa conservé dans différentes huiles
organiqgues ou minérales montre des pourcentages
de germination in vitro identiques a ceux du pollen
conservé dans des solvants organiques. De plus, la
conservation dans I'huile permet un meilleur maintien
de la vigueur du pollen et elle est moins onéreuse.
Les effets des huiles sur la fécondation sont
cependant encore inconnus.
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Deuxieme partie

Gestion de la banque de pollen
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Chapitre premier

Réles d'une banque de pollen

L'importance d'une banque de pollen est
indéniable. Une réserve de pollen est nécessaire a la
réalisation de plusieurs travaux de pollinisation et de
recherche (figure 3). La banque de pollen présente
de nombreux avantages comme la conservation de
grandes quantités de pollen et la représentation de
tres nombreux génotypes d'une méme espéce. Plus
spécifiquement, une banque de pollen permet :

— de faciliter les travaux de pollinisation artificielle
lorsque le décalage phénologique entre la
dissémination du pollen et la réceptivité des fleurs
n'est que de quelques jours, ce qui est le cas de

la majorité des arbres au Québec (MERCIER 1995).

En effet, une banque de pollen offre, pour la
plupart des espéces, la possibilité de décaler d'au
moins un an les étapes de récolte de pollen et de
pollinisation, d'ol une manipulation adéquate des
fleurs méles et du pollen. De plus, une banque
permet de se pourvoir en pollen lors des
mauvaises années floriferes (BONNET-MASIMBERT
1984, POWELL 1989). Elle trouve encore toute son
utilité lorsque les phénoménes de protogynie* se
produisent ;

— deffectuer des travaux de pollinisation artificielle
a différents endroits dans le Québec ainsi que de
permettre les échanges internationaux puisque le
pollen traité en vue de la conservation est plus
résistant a la manutention que le pollen frais. Par
ailleurs, la possibilité de conserver du pollen des
espéces exotiques permet d'envisager plus
facilement des croisements avec les espéces
indigéne ;

de conserver les ressources génétiques dans
l'optique de la diversité génétique (SCHOENIKE et
BEY 1981). En effet, une convention internationale
sur la biodiversité signée au Sommet de la Terre
a Rio en 1992 (PRESCOTT 1994) stipule que la
protection des espéces végétales peut étre
réalisée grace a la mise en place de banques de
matériel génétique sous forme de semences ou
de pollen. En ce sens, OTTAVIANO et MuLCAHY (1989)
expliquent en détail les tenants et les aboutissants
de Il'utilisation du pollen dans un programme
d'amélioration génétique et dans le maintien de
la biodiversité ;

de conserver des pollens récalcitrants, c'est-a-dire
qui ont une durée de vie trés courte (de quelques
jours a quelques mais) ;

de réaliser divers travaux de recherche sur le
développement des fleurs males, la maturation du
pollen, la mise au point de techniques de
pollinisation, etc. De plus, d'autres travaux portant
sur des sujets connexes — comme les études sur
les allergénes, la pollution atmosphérique et la
météorologie — sont facilités par I'existence d'une
banque de pollen.
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Chapitre deux

Conservation du pollen

Le maintien de la viabilité du pollen est trés
délicat. En fait, le principal ennemi de la conservation
du pollen est I'numidité. Il est donc important d'agir
rapidement lors de la récolte des inflorescences males
d'autant plus qu'il existe des variations selon les
génotypes et que la durée de vie du pollen peut
parfois étre limitée. Ce principe semble a premiére
vue évident mais il représente un défi de taille lorsque
plusieurs centaines de lots arrivent en seulement
quelques jours (MERCIER et al. 1994). Les traitements
servant a la conservation du pollen ont donc pour
principal objet d'éliminer le maximum d'eau libre
contenue dans les grains de pollen. Bien que les
pollens des arbres résineux et feuillus appartiennent
au méme type cellulaire (soit bicellulaire) les
traitements seront différents, de sorte que nous avons
séparé la description des processus de conservation
pour ces deux groupes. En effet, la structure méme
de I'exine des pollens d'arbres feuillus, plus fine que
pour les résineux, confére cette fragilité qui les
empéche de subir des séchages aussi draconiens
gue ceux des pollens des arbres résineux.

2.1 Processus de conservation des pollens
d'arbres résineux

Le processus de conservation du pollen des
arbres  résineux est présenté sous forme
d'organigramme a la figure 4.

2.1.1 Récolte des cones males

La récolte doit toujours se dérouler en labsence
de précipitations en raison de limpact négatif que
peut avoir I'eau sur la viabilité du pollen. De plus, la
pluie a tendance a projeter le pollen au sol, ce qui

réduit le rendement en pollen des cdénes males au
moment de la récolte. Les inflorescences males sont
récoltées juste avant la déhiscence des sacs
polliniques, c'est-a-dire lorsque les grains de pollen
sont arrivés a maturité (figures 5 et 6). Les équipes
de travail récoltent les fleurs méles manuellement
dans des sacs en papier kraft qui sont ensuite placés
dans une glaciére. Les lots sont expédiés la journée
méme a une salle d'extraction ou, si ce n'est pas
possible, ils sont conservés dans des dessiccateurs
contenant de la Drierite (agent dessiccant
préalablement réactivé) a 4 °C et a lobscurité jusqu'a
leur expédition le lendemain.

2.1.2 Premier séchage

Des leur arrivée au laboratoire, les
inflorescences doivent subir un premier séchage
destiné & éliminer l'eau libre contenue dans les sacs
polliniques de maniére a les faire éclater et permettre
ainsi la libération du pollen. Pour ce faire, les
échantillons sont placés dans un séchoir a convection
ou la température est maintenue a 30 °C durant une
période de 16 heures (figure 7). Les inflorescences
sont transférées dans des tamis ayant pour base une
fine toile a mailles soudées de type Monotoron fournie
par la Société Tripette et Renaud (voir annexe 1). Les
mailles ont une taille de 35 mm afin d'empécher les
fuites de pollen. Les tamis sont recouverts d'un papier
mouchoir qui empéche les contaminations entre les
échantillons (figure 8). En région, les cdnes males
peuvent demeurer dans les sacs en papier au cours
du séchage.
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Conservation du pollen

Dans le cas d'une récolte en région, ou les tamis
utilisés au laboratoire ne sont pas disponibles, les
inflorescences peuvent étre laissées dans le sac en
papier. La quantité d'inflorescences ne doit pas former
une couche de plus de 2 cm. Le sac est coupé a 5 cm
de hauteur et recouvert d'un Kimwipes (figure 8) afin
d'éviter des contaminations entre les lots (Francis
Gagnon, communication personnelle). Les sacs sont
placés dans le séchoir pendant 16 heures.

2.1.3 Tamisage

Aprés ce premier séchage, les pollens sont
extraits par brassage dans des tamis dont le diamétre
des mailles varie de 45 a 106 mm selon les espéces
(tableau 7). De maniére générale, les inflorescences
males sont seulement brassées a l'intérieur des tamis,
ce qui est suffisant pour en extraire le pollen. Dans
certains cas ou il serait important d'extraire le
maximum de pollen, par exemple des lots de
génotypes importants, il est possible d'écraser a la
main les inflorescences contre la grille du tamis.
Toutefois, cette technique est a proscrire dans les
opérations régulieres puisqu'elle a tendance a
introduire beaucoup d'humidité qui pourra entrainer
une baisse du pourcentage de germination du lot ainsi
gu'incorporer des champignons dans celui-ci.

Toute [l'opération s'effectue sous des hottes
aspirantes qui sont nettoyées a l'aide d'un jet d'air
puis stérilisées a l'alcool (70 %) avant chaque nouvelle
extraction (figure 9). Les tamis sont aussi nettoyés et
stérilisés a l'alcool entre chaque extraction. Ces
précautions sont prises pour empécher la
contamination entre les lots.

37

2.1.4 Conservation a court terme

Une partie du pollen peut alors étre
immédiatement utilisée dans les travaux de
pollinisation. Dans le cas d'échantillons de faible
volume, l'extraction est assez rapide a réaliser. Ainsi,
une seule journée est nécessaire au traitement du
pollen, ce qui retarde peu la réalisation des
pollinisations. Pour les échantillons de plus gros
volume, le temps de manutention est plus long, ce
qui provoque un délai supplémentaire entre la récolte
et l'utilisation possible de ce pollen pour réaliser les
croisements. Aprés l'extraction, les échantillons sont
répartis dans des flacons de type pénicilline de 10 ml
(voir annexe 1) remplis aux trois quarts (figure 10).
De maniére générale, les pollens des arbres résineux
peuvent &re conservés a court terme % c'est-a-dire
durant environ un mois % avant d'étre utilisés pour
des pollinisations ou pour leur traitement en vue de
la conservation a long terme.

Chacun des flacons est fermé hermétiquement
par un bouchon en caoutchouc (figure 11 ; voir
annexe |). Ces bouchons sont transpercés a l'aide
d'une aiguille de seringue (aiguille hypodermique
stérile de 9 mm de long) servant a I'évacuation de
gaz ¥ probablement de I'éthyléne responsable de
la maturation et du gaz carbonique résultant de la
respiration cellulaire 3 libérés par les pollens dans
les jours suivant leur récolte (figure 12). Cette
précaution est nécessaire pour éliminer les fortes
concentrations de gaz dont I'effet sur la conservation
a court terme est mal connu. Ces aiguilles sont
enlevées apres une semaine. De plus, COLAS (1992)

Tableau 7. Gabarit des tamis servant a I'extraction du pollen pour les principales espéces utilisées
dans le Programme d'amélioration génétique des arbres

. Dimension des mailles Densité des mailles
Espeéeces 1
(nm) (mesh)
Bouleau 45 325
Epinette blanche
Eginette de Norvége 106 150
Eomore rouge r
Méleze 106 150
Noyer 45 325
Peuplier 45 325
Pin 63 250

! Mesh = nombre d'ouvertures au pouce carré.
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Figure 5. Cbnes males d’épinette blanche.

Figure 6. Inflorescences males déhiscentes de bouleau jaune.
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Figure 9. Etapes nécessaires au tamisage du pollen : a) vue d’ensemble du matériel ; b) tamisage du pollen;
c) pollen tamisé



Conservation du pollen

a démontré qu'il n'est pas nécessaire d'insérer un
morceau de coton hydrophobe a l'extrémité de cette
aiguille pour empécher tout risque de contamination
entre les échantillons.

Pour éviter que I'humidité de l'air ne vienne au
contact du pollen, les flacons doivent étre conservés
dans un dessiccateur contenant de la Drierite, qui est
gardé a l'obscurité a 4 °C.

2.1.5 Second séchage

Les pollens destinés a la conservation a long
terme subissent un second séchage servant a éliminer
'eau libre contenue dans les grains. Le pollen est
déposé en une couche mince et uniforme dans un
cylindre en chlorure de polyvinyle (PVC) % d'un
diamétre intérieur de 10 cm % dont les ouvertures
sont fermées par une toile en nylon Monotoron & fils
soudés en mailles de 35 nm provenant de la Société
Tripette et Renaud (figures 13 et 14 ; voir annexe ).
Ces toiles sont maintenues par un collet métallique
ajustable. La toile supérieure a pour objet d'éviter
toute contamination entre les échantillons alors que
la toile inférieure a pour objet d'éviter les fuites. Une
feuille de papier Kraft tapisse l'intérieur du cylindre
afin d'éviter la présence d'électricité statique entre le
pollen et la paroi du contenant, qui entraine des pertes
importantes de pollen lors des transferts.

Le traitement consiste en un séchage a 40 °C
durant 4 heures dans un four ventilé. L'expérience
nous montre que ce second séchage est nécessaire
et qu'il ne nuit pas a la viabilité du pollen des arbres
résineux (MERCIER 1990, COLAS 1992). A la fin de cette
étape, la teneur en eau du pollen se situe
normalement en dec¢a de 10 %. Les échantillons sont
répartis par la suite dans des flacons de type
pénicilline de 10 ml remplis aux trois quarts de facon
a faciliter la lyophilisation qui sera réalisée
ultérieurement. Les flacons sont conservés sous vide
dans un dessiccateur contenant de la Drierite, a
l'obscurité et a 4 °C.

2.1.6 Test de germination et test de viabilité

Il est nécessaire de déterminer la viabilité du
pollen avant sa conservation. En effet, il est inutile de
conserver des échantillons de mauvaise qualité.
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Aprés le second séchage, une trés faible
quantité de pollen est prélevée (environ 0,05 cm3),
pour étre destinée aux tests de germination ou aux
tests de viabilité selon le cas. Cette partie est traitée
en détail au chapitre trois.

2.1.7 Mesure de la teneur en eau

Il est rare que la teneur en eau soit mesurée
sur un lot donné en cours de conservation. Toutefois,
nous présentons a titre indicatif la méthode retenue
pour |'évaluer.

La mesure de la teneur en eau par différence
entre la masse fraiche et la masse seche fournit des
résultats trés reproductibles lorsque le pollen est
séché a l'aide d'une lampe a infrarouges. Cette
technique consiste en un séchage complet du pollen
sans toutefois éliminer l'eau de constitution* des
parois et des molécules ; elle présente également
avantage de ne demander qu'une faible quantité de
pollen pour sa réalisation (environ 100 mg).

La teneur en eau (TE) du pollen est déterminée
a partir d'une moyenne de quatre répétitions ou I'on
mesure la différence entre la masse fraiche et la masse
séche selon la formule suivante :

(masse humide - masse séche)

TE (%) = . x 100 [1]
masse humide

La technique mise au point pour sécher le
pollen a laide des infrarouges consiste dans un
premier temps a faire sécher des morceaux de papier
filtre (4 x 4 cm) durant une minute sous une lampe de
6,5 W de puissance. Cette étape permet d'éliminer
I'eau contenue dans les fibres du papier. Par la suite,
un échantillon de 100 mg de pollen est déposé sur le
papier puis séché a son tour durant 3 minutes a 6,5 W.
Une seconde pesée de I'échantillon immédiatement
aprés le séchage permet d'obtenir la masse séche
du pollen. Cette technique est fiable, avec un
coefficient de variation inférieur a 3 % (COLAS 1992).

Il faut éviter de soumettre le pollen a une
exposition trop longue qui aurait pour conséquence
de le calciner : la valeur de la teneur en eau ne serait
plus alors représentative de la réalité.
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2.1.8 Lyophilisation et conservation
a long terme

La lyophilisation est un procédé de
dessiccation, par congélation a trés basse
température suivie d'une sublimation sous vide (c'est-
a-dire d'une évaporation directe d'un solide sans
passer par la phase liquide) qui élimine l'eau libre
contenue dans les grains de pollen et dans leur
environnement. Cette lyophilisation correspond a un
troisieme et dernier séchage du pollen (figure 15).
De plus, la lyophilisation permet de créer un vide qui
sera maintenu a l'intérieur des flacons durant toute la
durée de la conservation du pollen.

Les échantillons sont trempés aux trois quarts
durant environ une minute dans l'azote liquide
(-196 °C). Le pollen ne doit pas entrer en contact direct
avec l'azote liquide afin d'empécher une réaction
éventuelle qui expulserait le pollen a l'extérieur du
flacon au cours de la lyophilisation. Pour cette raison,
les flacons doivent étre fermés hermétiquement lors
de leur immersion (figure 16). Il est impossible
d'utiliser des contenants de grand volume pour la
conservation. En effet, comme le pollen ne peut entrer
en contact direct avec l'azote liquide, un trop grand
volume créerait un effet d'isolation qui empécherait
d'obtenir rapidement une température homogene
dans le contenant.

Par la suite, la lyophilisation a lieu & -65°C
durant 15 minutes & partir du moment ou la pression
contenue dans le lyophilisateur a atteint un vide
équivalent & 5 ou 10 mm de Hg. Il est trés important
de ne pas laisser le pollen des arbres résineux dans
le lyophilisateur durant plus de 25 minutes. Les
flacons sont fermés hermétiquement a la fin de la
séance de lyophilisation de sorte que le vide créé a
I'intérieur des bouteilles soit identique a celui présent
dans le lyophilisateur. COLAS (1992) démontre que les
échantillons peuvent étre lyophilisés plusieurs fois
consécutives sans que le pourcentage de germination
ne soit altéré.

Les échantillons sont par la suite fichés sur
ordinateur et conservés dans une chambre froide
maintenue a -30 °C (figure 17). Ces conditions de
conservation sont établies afin de maintenir la viabilité
du pollen durant une période supérieure a un an.

2.1.9 Prélevement de pollen

Le prélevement des échantillons se fait en
procédant & une acclimatation des lots. Ceux-ci sont
déposés dans un dessiccateur placé a son tour dans
un réfrigérateur maintenu a 4 °C durant 24 heures.
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Un second test de germination — ou de viabilité
pour les mélézes — est réalisé afin de mesurer la
qualité du pollen a la sortie de la banque.

2.2 Processus de conservation des pollens
d'arbres feuillus

Les pollens des especes feuillues ont des
durées de vie beaucoup plus courtes que ceux des
especes résineuses. Leur résistance a la dessiccation
et a I'humidité est tres faible. Ainsi, il est impossible
de leur appliquer les mémes traitements de séchage
gue ceux des résineux. Les conditions suivantes ont
été mises au point pour les pollens des bouleaux et
des peupliers qui sont les deux principales espéces
feuillues utilisées dans le Programme d'amélioration
génétique des arbres. Quelques essais ont également
été réalisés avec le pollen du noyer noir. Le processus
de conservation du pollen des arbres feuillus est
présenté sous forme d'organigramme a la figure 18;
les modalités de conservation de celui-ci ont été
élaborées en adaptant celles qui ont été mises au
point pour les pollens des espéces résineuses.

2.2.1 Récolte des cones males

La récolte des inflorescences males des
especes feuillues se fait de maniére identique a celle
décrite pour les espéces résineuses, c'est-a-dire
gu'elle doit étre réalisée juste avant la déhiscence
des sacs polliniques.

2.2.2 Séchage et extraction

Le pollen des arbres feuillus, particulierement
les bouleaux, est trés sensible a la dessiccation. Par
exemple, le séchage des cOnes males de bouleau
pendant 16 heures a 30 °C (il s'agit des mémes
conditions déja appliquées aux cbnes males des
espéces résineuses) entraine une perte totale de
viabilité (COLAS et MERCIER 1994a). La technique
retenue pour le séchage préalable a [I'extraction
consiste & laisser les fleurs males dans les sacs de
papier utilisés pour la récolte, durant 16 heures a la
température de la piéce. Le pollen est ensuite extrait
selon la méme procédure que le pollen des résineux
mais le tamis utilisé a un diamétre de mailles plus
faible en raison de la plus petite taille du pollen de
bouleau et de peuplier (tableau 7). Il est aussi possible
d'obtenir du pollen sans avoir recours a un séchage ;
il s'agit du pollen frais, libéré lors de la déhiscence
naturelle des sacs polliniqgues. C'est de cette fagon
gu'est récolté le pollen de peuplier.
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Figure 15. Lyophilisateur permettant de sécher a froid les échantillons de pollen destinés a la conservation a long terme.

Les échantillons sont ensuite répartis dans des
flacons de type pénicilline de 10 ml remplis aux trois
quarts (figure 10). Chacun des flacons est fermé
hermétiguement par un bouchon de caoutchouc
(figure 11). Ces bouchons sont transpercés a l'aide
d'une aiguille de seringue (aiguille hypodermique de
9 mm de long) servant a I'évacuation de gaz libérés
par les pollens dans les jours suivant leur récolte
(figure 12). Ces aiguilles sont enlevées aprés une
semaine de conservation. De plus, COLAS (1992)
démontre qu'il n'est pas nécessaire d'insérer un
morceau de coton hydrophobe a l'extrémité de cette
aiguille pour empécher les risques de contamination
entre les échantillons.

2.2.3 Conservation a court terme

Le pollen frais de bouleau peut étre conservé a 4 °C en
dessiccateur environ trois semaines (CoLAs etMERCIER
1994a). Les pourcentages de germination du pollen extrait
des inflorescences de bouleau séchées a I'air libre, tout en
étant inférieurs a ceux observés avec le pollen frais,
demeurent dans des limites raisonnables. La conservation a
court terme estalors de 49 jours (CoLas et MerRCIER 1994a).
Le séchage a l'air libre des inflorescences est a retenir

lorsqu'on veut extraire une grande quantité de pollen
des inflorescences et lorsque la conservation prévue
des échantillons est supérieure a trois semaines. Dans
ces conditions, aucun traitement particulier (p.ex.
acclimatation, réhydratation, etc.) n'est nécessaire
lors du prélevement.

2.2.4 Conservation a long terme

Le pollen des espéces feuillues doit étre
immédiatement utilisé pour les travaux de
pollinisation. En effet, il n'existe pas, a I'hneure actuelle,
de traitement permettant de conserver ce type de
pollen durant plus d'un mois et demi ; ces pollens ne
peuvent subir aucun séchage additionnel ni aucune
lyophilisation. Actuellement, il apparait que le meilleur
traitement pour maintenir la viabilité du pollen durant
au moins un an consiste a le plonger de fagon
permanente dans I'azote liquide.
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Figure 16. Lyophilisation du pollen; a) trempage des échantillons dans I'azote liquide (-196 °C) ; b) échantillons de
pollen lyophilisés. Lors de la mise sous vide, du pollen peut s’échapper des flacons.
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Figure 17. Dép6t des échantillons dans la banque de pollen. Les classeurs sont conservés dans une chambre froide
(-30 °C).

2.2.5 Test de germination et mesure de la
teneur en eau

On préleve une trés faible quantité de pollen
(environ 0,05 cm3) pour la destiner aux tests de
germination. Les pollens des arbres feuillus germent
particulierement bien et surtout, rapidement. Cette
partie est traitée en détail a la section 3.0. Par ailleurs,
la mesure de la teneur en eau est une étape facultative
gu'on réalise selon les directives mentionnées a la
section 2.1.7.
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Recolte des inflorescences miles
lors de la déhiscence

Expedition
ou
Expédition l
Séchage a la température
de la piéce durant 16 h
L i L ]
Tamisage Tamisage
et extraction du pollen et extraction du pollen
Mise en Mise en
bouteille bouteille

Conservation a court terme
Dessicateur avec Drierite a +4°C

(facultatif) |—bTest de germination — Pollinisation

Mesure de la teneur en eau

Figure 18. Processus de conservation a court et a long terme du pollen des arbres feuillus.
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L'évaluation de la qualité du pollen s'impose
avant la réalisation des travaux de pollinisation afin
d'assurer la réussite du croisement, pour éliminer les
lots ayant de mauvais pourcentages de germination
ou qui se sont détériorés lors de la conservation. Cette
mesure met en évidence les lots de pollen non viables
qui seraient inaptes a des croisements efficaces. La
mise au point d'une méthode servant a évaluer la
qualité du pollen est donc un outil indispensable a la
création d'une banque.

La méthode retenue au MRN pour évaluer la
qualité du pollen est le test de germination in vitro.
Ce type de test consiste a recréer artificiellement les
conditions prévalant in vivo pour provoquer I'émission
d'un tube pollinique. Cette technique donne des
résultats fiables bien que surestimant quelque peu la
réalité. Elle nécessite cependant beaucoup de
manipulations et de soin afin d'éviter les risques de
contamination par les champignons. Cette technique
exige de quelques heures d'incubation (pour les
pollens des especes feuillues) a trois jours (pour les
pollens des espéces résineuses). La presque totalité
des pollens des espéces forestiéres utilisées dans le
Programme d'amélioration des arbres germent in
vitro. Les pollens des mélézes exigent un test de
viabilité ; en effet, le pollen de méleze s'allonge et
n'‘émet un tube pollinique trés court qu'au contact du
nucelle (OWENS et MOLDER 1979).

3.1 Tests de germination (milieu solide)
3.1.1 Acclimatation

La germination du pollen sec est influencée par
les variations de température auxquelles il est soumis
avant le test de viabilité ou avant une pollinisation.
Des chocs thermiques ou I'écart de température est
supérieur a 20 °C réduisent la capacité de germination

(MELLEROWICZ et BONNET-MASIMBERT 1983). Une
exposition du pollen sec a la température de
germination durant 24 heures avant la réalisation des
tests peut augmenter jusqua 10 % sa capacité de
germination. Cet effet n'est évidemment pas
comparable a celui de la réhydratation qui rétablit
entierement l'aptitude du pollen a germer. Il est
recommandé de procéder a une acclimatation des
lots lors de préléevements des échantillons a partir de
la banque de pollen. Cette étape consiste a disposer
les lots dans un dessiccateur placé a son tour dans
un incubateur maintenu a 4 °C durant 24 heures. Ce
type d'acclimatation est particulierement efficace pour
les lots qui ont un faible pouvoir germinatif*.

3.1.2 Réhydratation

Le pollen doit également étre réhydraté avant
la réalisation des tests de germination, comme le
précisent certains auteurs (CHARPENTIER et BONNET-
MasiMBERT 1983, MELLEROWICZ €t BONNET-MASIMBERT 1983,
CERCEAU-LARRIVAL et CHALLE 1986, HOEKSTRA et VAN
ROEKEL 1988, WEBBER et BONNET-MASIMBERT 1989, JETT
et FRAMPTON 1990). Lors de la déshydratation avant la
conservation, le pollen augmente son aptitude a
absorber tres rapidement une grande quantité d'eau
(MERCIER 1990). Cette absorption se produit
normalement au début de la germination. On peut
réaliser un prétraitement du pollen en atmosphére
saturée a 25 °C, ce qui assure une premiére phase
de réhydratation lente au cours de laquelle le
métabolisme se réactive et les membranes retrouvent
leur perméabilité. Durant cette phase, la teneur en
eau s'éléve progressivement pour atteindre, au bout
de quelques heures, une valeur voisine de celle d'un
pollen au moment de sa dissémination dans les
conditions naturelles. L'introduction de cette phase
de réhydratation permet a certains lots conservés de
retrouver un pourcentage élevé de germination.
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Toutefois, la réhydratation n'est nécessaire que
‘ ‘ lorsque la teneur en eau est inférieure a 10 %. Ainsi,

il n'est pas essentiel de réhydrater le pollen frais qui
n'a pas été séché.

3.1.3 Milieu de culture
a1 EaT] Lot V0 o B B R0
Le tableau 8 décrit les milieux de -culture
: nécessaires a la germination in vitro du pollen de
chaque espece utilisée dans le Programme
d'amélioration génétique des arbres. De maniére
générale, ces milieux correspondent a des
adaptations du milieu de BREWBAKER et KWACK (1963)
pour les pollens des espéces résineuses et du milieu
D'HESLOP-HARRISON (1979a) pour les pollens des

especes feuillues.

Jours de culture a 25 °C
et a l'obscurité
1
]
2

1.0
1,0
0,6

Agar
(%)
B
0,6
0.6

0,6
0,6
0,6
0.6

Il importe que toutes les opérations soient
réalisées dans des conditions strictes de stérilité afin
d'éviter les risques de contamination par des
champignons. En effet, ceux-ci ont tendance a se
développer dans des conditions semblables a celles
gu'on retrouve au cours des tests de germination.
i Toutefois, les pollens des arbres feuillus n'exigent pas
| | de conditions aseptiques* particulieres puisqu'ils
germent rapidement de sorte qu'aucun champignon
n'a le temps de se développer dans un aussi bref
délai (LECLERC 1975). Néanmoins, I'application de
conditions culturales strictes permet une bonne
reproductibilité des résultats et ce, quel que soit
l'opérateur qui les effectue.

584,28
146,07
292 14
146,07
146,07
0
146,07
584,28
584,28

Saccharose
438,21

pH
58

B8
3.3
53
5.3
5,3

V3
5,8

(mM)

Concentrations
MgSO,,
H.O
0
0
1,45
1,45
1 45

14

1.4

1,45
0
(h]

KNO,

0

0
1,0
1.0
1.0
1,0
1,0
1.0

=1E= Les milieux ainsi que toutes les piéces
d'équipement servant a la mise en culture du pollen
doivent donc étre stérilisés a lautoclave durant
15 minutes a 120 °C (figure 19). Le milieu gélosé est
|2 coulé dans des boites de Pétri stériles d'un diamétre
[ ] de 6 cm et I'ensemble est refroidi & la température
| | ambiante sous une hotte a flux laminaire. Une étude
réalisée dans notre laboratoire (résultats non

it présentés) a montré que la quantité de milieu de
=111 culture gélosé dans la boite de Pétri a une influence
sur le pourcentage de germination des échantillons.
| i Le pourcentage de germination maximum s'observe
avec un volume de milieu de culture de 6 ml. Avec
des volumes inférieurs le pourcentage est plus faible
avec des volumes supérieurs il ny a pas
d'augmentation significative. Aussi le volume de 6 ml
a-t-il été retenu pour la réalisation des tests de
germination en milieu solide. Une faible quantité de
pollen (environ 0,05 cm3) est saupoudrée a l'aide
d'une spatule de maniére a le répartir sur I'ensemble
de la surface du milieu et, surtout, de fagon a ce qu'l
n'y ait pas d'agrégats. Seulement deux répétitions
sont nécessaires a l'obtention d'une valeur
reproductible.

x

dans |le Programme d'amélioration génétique des arbres
Ca(NO,),,
4H,0
1,69
1,69
1,27
1.27
1,27
1,27
g | 1,27
1,27
1,69
1,69

8,08
8,08
8,08
8,08

8,09

H,BO,
0,87
0,97
8,08

97

Espéce

Epinette de Norvége

Bouleau a papier
Epinette blanche
Epinette rouge
Meélgze sp.
Peuplier baumier
Peuplier daltoide

Epinette noire
Pin gris

Bouleau gris

Tableau 8. Description des milieux de culture nécessaires a la germination in vitro du pollen pour chaque espéce utilisee
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Stérilisation en autoclave des milieux
de culture et des instruments servant
a l'ensemencement des boites de
Pétri.

Figure 19.

Le pH du milieu de culture doit idéalement se
situer entre 55 et 6,25. Toutefois, I'expérience
démontre qu'il n'est pas nécessaire d'étre
particulierement précis dans I'ajustement du pH
puisque les grains de pollen ont tendance a isoler
leur environnement immédiat de manieére a le rendre
favorable a la germination. L'écart ne doit toutefois
pas étre trop important. Avant ajustement, les deux
milieux de culture, celui de BREWBAKER et KWACK et celui
de HESLOP-HARRISON, ont un pH compris dans la
gamme idéale.

Des antibiotiques ont été utilisés par MUREN
et al. (1979) ainsi que par MELLEROWICZ et BONNET-
MASIMBERT (1983) pour combattre les champignons.

N

A des concentrations inférieures a 90 mg/ml, ces

antibiotiques n'ont aucun effet inhibiteur sur la
germination du pollen. Toutefois, ils n'ont eu
pratiguement aucun effet de répression des
champignons au cours des trois jours d'incubation
des pollens des arbres résineux. En fait, la meilleure
facon de limiter l'action des contaminants demeure
le travail en milieu stérile.

Les boites de Pétri sont placées a I'envers a
l'obscurité dans un incubateur a 25 °C. Le temps
d'incubation varie de un & trois jours selon les
espéces. Les pollens des especes feuillues germent
trés rapidement de sorte qu'il est préférable de
mesurer la germination au cours de la méme journée
afin que le champ de vision du microscope ne soit
pas envahi par les tubes polliniques.



52 ...viabilité des pollens...
. ___________________________________________________________________________________________________________________________________________________J

Figure 20. Boite de Pétri contenant un milieu de culture gélosé ensemencé avec un échantillon de pollen.

Figure 21. Grains de pollen d’épinette de Norvege avec leur tube pollinique (grossissement 100X).
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3.1.4 Détermination du pourcentage
de germination

Le dénombrement des grains de pollen germés
se fait en placant directement la boite de Pétri sur la
platine d'un microscope optique. Le dénombrement
des grains germés et non germés se fait généralement
a un grossissement de 40 a 100X. Un grain est
considéré germé lorsque la longueur du tube
pollinique est supérieure a deux fois le diameétre du
grain (figure 21). La quantité de pollen observée avec
cette technique est plus importante que celle de la
culture en goutte pendante (page suivante). Le
dénombrement se fait a partir d'un échantillon de taille
plus élevée mais le nombre de répétitions est
inférieur : deux répétitions pour le milieu solide
comparativement & quatre pour le milieu liquide. Le
dénombrement peut s'effectuer directement bien que
le réactif d'ALEXANDER (1969) puisse étre utilisé pour
augmenter le contraste (tableau 9). Le tube pollinique
et la cellule sporogéne* sont alors colorés en rose et
l'exine en vert.

Le pourcentage de germination (G) est estimé
selon le rapport suivant :

nombre de grains germés
G (%)= x 100 [2]
nombre total de grains

Tableau 9. Composition du réactif D'ALEXANDER
(1969) servant ala coloration des
grains de poIIen.l'2 Quantités pour
250 ml de réactif

Produits Quantité
IAlcool éthylique 95 % 10,0 mi
Vert de malachite 1,0 ml
Eau déminéralisée ultra pure 50,0 mi
IGlycérol 25,0 ml
Phénol 50 ¢
Trichloro-éthyléne glycol 50 ¢
Fuchsine acide (ou rouge d'aniline) 5,0 ml
Orange G 1% 0,5 ml
)Acide acétique concentré 3,0ml

' Ces produits doivent étre additionnés dans l'ordre
de présentation et mélangés entre chaque addition.

2 Le réactif doit étre conservé dans une bouteille
opaque a 4 °C.
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La taille de I'échantillon a dénombrer est
fonction du pourcentage de germination déterminé.
STANLEY et LINSKENS (1974) ont fourni une table qui
donne la taille minimale de I'échantillon a observer
pour avoir un résultat statistiquement significatif au
seuil de 5 % (tableau 10). Aprés un premier
comptage, on obtient un pourcentage de germination
donné ; la taille de I'échantillon sur lequel se fait la
mesure doit étre comparée a celle qui est nécessaire
pour obtenir un résultat statistiquement valable ; si
elle est égale ou supérieure, le résultat est jugé
satisfaisant. Sinon il faut poursuivre le dénombrement
jusqu'a I'obtention d'un échantillon de taille suffisante.

Les échantillons présentant un pourcentage de
germination inférieur a 20 % sont généralement
éliminés.

3.2 Tests de viabilité (milieu liquide)

Le test de germination in vitro est
vraisemblablement Il'une des méthodes les plus
fiables pour évaluer la qualité du pollen et c'est pour
cette raison qu'il a été mis au point pour chacune
des espéces retenues dans le programme. Toutefois,
il convient de rappeler que chez les mélézes, il n'y a
individualisation d'un tube pollinique — d'ailleurs tres
court — qu'au contact du nucelle (CHARPENTIER et
BONNET-MASSIMBERT 1983). La germination du pllen
des mélézes ressemble a celle du pollen du douglas
qui est trés difficile a faire germer in vitro (BONNET-
MASIMBERT 1992).

Tableau 10. Table de STANLEY et LINSKENS
(1974) indiquant la taille de
I'échantillon & dénombrer pour
obtenir un pourcentage de
germination du pollen qui soit
statistiquement valable au seuil

de 5%
Pouerrcrﬁinr:Zﬁgnde Nombre de grains
9 (%) a compter
1ou99 15
50u 95 73
10 ou 90 138
15 ou 85 196
20 ou 80 246
25 ou 75 288
30 ou 70 323
35 ou 65 350
40 ou 60 369
45 ou 55 380
50 384
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On peut cependant estimer la viabilité du pollen
de méléze en lincubant dans une solution nutritive
(milieu de BREWBAKER et KWACK 1963) durant deux jours
selon la technique de la goutte pendante (figure 22).

La technique de la goutte pendante consiste a
introduire une faible quantité de milieu dans une
chambre de culture (puits de test ELISA). Le pollen
est par la suite déposé et la chambre de culture est
renversée. La taille réduite de la chambre de culture
et le faible volume de liquide font en sorte que le
contenu demeure dans le puits malgré l'effet de la
gravité. Le renversement de la chambre fait en sorte
que le pollen demeure a la surface de la goutte au
lieu de sédimenter au fond du puits. Ainsi, les grains
de pollen disposent de tout I'oxygéne nécessaire aux
mécanismes  biochimiques intervenant dans Ia
différenciation des cellules spermatiques.

Il est indispensable de réaliser au moins quatre
répétitions de ce test afin d'obtenir un résultat
statistigquement fiable. A linverse du test de
germination in vitro ou on peut dénombrer
directement les pollens viables & partir du milieu de

Figure 22. Technique de la goutte pendante.

culture, la technique de la goutte pendante exige
qu'un échantillon représentatif soit prélevé pour une
observation sous le microscope optique. Pour ce faire,
I'échantillon doit préalablement étre homogénéisé
avant de prélever un aliquote qui sera déposé entre
lame et lamelle. Le dénombrement des grains viables
et non viables se fait généralement sous un
grossissement de 100X. Le dénombrement peut
s'effectuer directement bien qu'on puisse encore une
fois utiliser le réactif d'ALEXANDER (1969) pour
augmenter le contraste (tableau 9). La cellule
sporogene est alors colorée en rose et I'exine en vert.
L'évaluation du pourcentage de Vviabilité est
déterminée selon les modalités et I'équation [2] (qui
sont présentées a la section 3.1.4). Les échantillons
présentant un pourcentage de viabilité inférieur a 20 %
sont généralement éliminés.
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Conclusion générale

La création d'une banque de pollen permet la
conservation des ressources génétiques. La néces-
sité d'une banque de ce genre dans le Programme
d'amélioration des arbres n'est plus a démontrer. Les
demandes chaque année grandissantes et l'avéne-
ment prochain des vergers a graines de deuxieme
génération en justifient I'existence. Par ailleurs, avec
le contrdle de la déshydratation et Il'introduction de
la cryogénie, les méthodes de conservation ont pro-
gressé significativement. La durée et la fiabilité du
stockage se sont également améliorées.

Les tests de germination ont été mis au point
pour les pollens des espeéces les plus en demande
dans le programme. Seul le pollen des mélézes ne
répond pas aux tests de germination et c'est pour
cette raison que nous devons utiliser un test de via-
bilité pour estimer la qualité de ce pollen.

Par ailleurs, la conservation a grande échelle du
pollen des arbres résineux apparait adéquate puis-
gu'il est possible de maintenir leur viabilité durant
une période minimale de cing ans. Le développe-
ment de la pollinisation de masse dans les vergers a
graines de 2° génération va entrainer le traitement
de lots de pollen de gros volume. Une technique de
conservation de lots de 500 ml & 1 litre devra étre
développée afin de faciliter les opérations d'entre-
posage. Il reste encore beaucoup a apprendre au
sujet de la conservation des pollens des arbres
feuillus. C'est d'ailleurs dans cette voie que seront
axés les efforts de recherche et de développement
des prochaines années.
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Anémophile :

Anthese :

Aseptique :

Banque de pollen :

Cellule gamétogeéne :

Cellule spermatogéne :

Cellule sporogéne :

Conservation a court terme :

Conservation along terme :

Croisement dirigé :

Cryogénie :

Déhiscence :

Glossaire !

adj. Espéce végétale dont la dissémination du pollen est assurée par le vent.
[anemophilous, wind-pollinated]

n.f. (gr. anthésis, floraison). Période de développement des fleurs ou le pollen
est disséminé et l'ovule est réceptif. Syn. épanouissement, flossification,
sponsalia plantarum. [anthesis, blooming, blossoming]

adj. Qui est exempt de tout microbe. [aseptic]

n.f. Collection de pollen vivant conservé dans le but, entre autres, de réaliser
des pollinisations dirigées. [pollen bank]

n.f. Chez les gymnospermes et chez certains angiospermes primitifs, cellule
qui donnera naissance a une cellule-socle stérile et & une cellule spermatogene.
[gametogenous cell]

n.f. Chez les gymnospermes et chez certains angiospermes primitifs, cellule
issue de la cellule gamétogéne du grain de pollen et qui donnera naissance
aux deux gametes males. [generative cell]

n.f. Cellule provenant de I'hypoderme du microsporange (sac pollinique*)
et qui produit les cellules-méres du pollen. [sporogenous cell]

n.f. Conservation de I'ordre de quelques jours a quelques semaines.
[short-term stocking]

n.f. Conservation de plusieurs années (en théorie, limite indéfinie). [long-term
stocking]

n.m. Croisement entre deux individus réalisé par lintermédiaire de I'homme,
par opposition au croisement libre ou par le vent. [controlled cross]

n.f. Technique qui consiste & conserver des tissus vivants ou morts a de trés
basses températures (en général -196 °C). Les banques de pollen, entre autres,

utilisent la cryogénie pour conserver les lots de pollen. [cryopreservation]

n.f. Maniére dont un organe clos se fend & maturité pour libérer son contenu
comme une capsule qui libére les graines ou une anthére qui libere du pollen.
[dehiscence]

! Tiré de MERCIER et TOUSIGNANT 2000.
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Dissémination :

Eau de constitution :

Eau libre :

Entomophile :

Exine :

Fertilité :

Intine :

Maturité :

Parc a clones :

Phylogénétique :

Plasmalemme :

Pollen :
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n.f. Acte par lequel les graines mdres ou le pollen sont dispersés a la surface
de la terre ou des eaux. [dissemination, dispersion, scattering]

n.f. L'eau de constitution d'une cellule correspond a l'eau qui est liée aux macro-
molécules la constituant ou présentes dans la cellule (par opposition a l'eau
libre). [bound water]

n.f. Molécule d'eau présente dans une cellule sans étre liée a d'autres molécules.
[free water]

adj. Espéce végétale dont la dissémination du pollen est assurée par les
insectes. [entomophilous, insect-pollinated]

n.f. Couche externe de la paroi squelettique du grain de pollen. Chez les
Gymnospermes, lI'exine se décolle de l'intine en formant deux ballonnets laté
raux, remplis d'air, qui faciliteront le transport aérien du pollen sur de grandes
distances. L'exine posséde des pores germinatifs. C'est par I'un deux que l'intine

se distendra considérablement lors de la germination du pollen a la surface
des piéces femelles de la fleur. [exing]

n.f. 1. Capacité a produire un taux normal de graines aprés une pollinisation
dirigée (BINDER et al. 1975). 2. Capacité a promouvoir la formation de graines
pleines (COPES 1987). [fertility]

n.f. Couche interne pecto-cellulosique de la paroi squelettique du grain de
pollen. C'est elle qui se distend lorsque germe le grain de pollen a la surface
des pieces femelles de la fleur, constituant alors le tube pollinique, et va con-
duire a domicile les gamétes males dans le processus de siphonogamie. [intine]

n.f. Etat de ce qui est mdr, c'est-a-dire parvenu a son complet développement.
[maturity]

n.m. Collection d'arbres d'élite, ou d'arbres plus, constituée en vue de son
utilisation pour des travaux de génétique ou d'amélioration génétique des
arbres.

n.f. Branche de la génétique traitant des modifications d'ordre génétique qui
se produisent au sein d'une espéce, végétale ou animale, au cours de
I'évolution.

n.m. Membrane qui limite toute cellule. [plasmic membrane, plasma membrane]

n.m. Production microscopique libérée par les anthéres des étamines a la faveur
de processus variés de déhiscence. Peu de temps avant le début de la florai-
son, les organes reproducteurs méales, comme les organes femelles des sporo-
phytes, sont le siége de la réduction chromatique. Les cellules-méres de
microspores, a 2n chromosomes, subissent lors de la méiose deux divisions
successives (hétérotypique et homéotypique) qui donneront naissance a quatre
microspores haploides groupées initialement en tétrade : les tétraspores. Le
stade tétrade est le début de la vie indépendante des microspores et le moment
ou commence l|'élaboration de leur paroi. Les microspores sont libérées par la
dissolution de la paroi de la tétrade pour donner des grains de pollen. A matu-
rité, le grain de pollen se présente sous forme plus ou moins sphérique. Il est
entouré d'une paroi pollinique, composée de deux parties : l'intine et I'exine.
[pollen, anther dust]



Glossaire

Pollinisation dirigée :

Pouvoir germinatif :

Protandrie :

Protogynie :

Pseudoplasmolyse :

Qualité :

Réceptivité :

Sac pollinique :

Test de descendances :

Test de germination :

Test de provenances :

Test de viabilité :
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n.f. Voir : croisement dirigé. [controlled pollination]

n.m. Capacité a produire des tubes polliniques dans des conditions optimi-
sées de croissance in vitro (BINDER et al. 1975). [germinability]

n.f. Dispersion du pollen mar avant que les fleurs femelles, ou la partie femelle
des fleurs, soient réceptives sur la méme plante. Ce mode de floraison empé-
che ou limite considérablement [‘autofécondation. Ant. protogynie,
protérogynie. [protandry, proterandry]

n.f. Dispersion du pollen mature alors que les fleurs femelles ont cessé d'étre
réceptives sur le méme arbre. Ce mode de floraison empéche ou limite consi-
dérablement l'autofécondation. Ant. protandrie, protérandrie. [protogyny,
proterogyny]

n.f. Etat physiologique cellulaire ressemblant & une plasmolyse, c'est-a-dire
une perte d'eau cellulaire, par phénoméne d'osmose, due au placement de la
cellule dans un milieu hypertonique.

n.f. Combinaison de la viabilité et de la vigueur (MooDY et JETT 1990). [quality]

n.f. Etat de la fleur femelle qui permet l'entrée et la progression du pollen.
[receptivity]

n.m. Au niveau de l'anthére d'une étamine, on appelle sac pollinique chacun
des massifs de cellules-méres de grains de pollen au niveau desquels se réa-
lisera la méiose. En principe, il en existe deux par microsporophylle de
Gymnosperme, et quatre par étamine d'Angiosperme. Syn. : microsporange.
[pollen sac]

n.m. Test qui permet d'apprécier la constitution génétique d'un individu d'aprés
les caractéristiques de sa descendance, obtenue par un procédé de repro-
duction déterminé.

n.m. Test réalisé sur des graines ou des pollens qui suivent le développement
du semis ou du tube pollinique pour indiquer le pourcentage de germination
potentiel d'un lot de graines ou de pollen. [germination test]

n.m. Test de descendances appliqué a des populations appartenant a la méme
espece, mais de provenances différentes, en vue de : 1) étudier leurs perfor-
mances dans différentes conditions de milieu; 2) déterminer la distribution
de certains caractéres de la descendance en fonction de la provenance;
3) identifier les provenances les meilleures en vue d'une utilisation sylvicole
donnée; 4) établir une collection de biotypes de valeur immédiate ou poten-
tielle pour améliorer I'espéce.

n.m. Test réalisé sur des graines ou des pollens afin de déterminer le pourcen-
tage de viabilité d'un lot de graines ou de pollen. Ce type de test a tendance a
surestimer les résultats du test de germination puisqu'un grain de pollen viable
n'est pas nécessairement apte a la germination. [viability test]
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Tube pollinique :

Verger a graines :

Viabilité :

Vigueur :
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n.m. Excroissance d'un grain de pollen germé & travers laquelle le nucléole
génératif passe pour effectuer la fécondation. C'est le prolongement en tube
du grain de pollen, lorsque ce dernier se trouve dans les conditions favorables
a son développement ; la longueur qu'atteint ainsi le tube pollinique peut étre
de mille fois celle du grain de pollen. [pollen tube, pollinic tube, germ tube]

n.m. Plantation d'arbres génétiguement supérieurs au regard d'un ou plusieurs
criteres donnés, et isolée de facon a réduire le risque de pollinisation a partir
de sources étrangéres. Les arbres y sont traités de fagon & produire fréquem-
ment et en abondance des semences faciles a récolter.

n.f. Capacité d'une graine ou d'un grain de pollen a germer. C'est l'aptitude
d'une graine (ou d'un grain de pollen) a vivre, c'est-a-dire a germer et a se
développer dans des conditions de milieu normales. Voir: test de viabilité.
[viability]

n.f. 1. Capacité a former des graines pleines (BRAMLETT et MATTHEWS 1991).

2. Capacité a germer, a se développer in vitro et a féconder (MooDY et JETT
1990). [vigor]
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Annexe 1

Informations utiles pour acquérir
les principales piéces d'équipement nécessaires
aux différentes étapes de conservation et d'évaluation
de la viabilité du pollen

Matériel Compagnie N° de catalogue Prix*
Flacon de type VWR Canlab 26675-920 102,55 $ CAN
pénicilline de 10 mi 8567, chemin Dalton (pour 200 flacons)
Montréal (Québec) H4T 1V5
Tél. : 1.800.932.5000
(514) 344.35.25
Fax : 1.800.668.6348
Bouchon en caoutchouc osl A75-080-142 48,00 FRF
de forme étoilée B.P. 124 (pour 100 bouchons)
(conservation a long 78312 Maurepas Cedex
terme) France
Tél. : 0.11.33.1.30.13.24.40
Fax : 0.11.33.1.30.68.00.25
Tissu en nylon Tripette et Renaud 606938 380,90 FRF

monofilament Blutex 180
(largeur 124 cm)

20, avenue Marcellin-Berthelot
92396 Villeneuve-la-Garenne
Cedex

France

Tél. : 0.11.33.1.47.94.40.21
Fax : 0.11.33.1.47.98.29.04

(pour 1 métre)
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Annexe |l

Vade mecum de la gestion de la banque de pollen
du ministére des Ressources naturelles du Québec

1. Récolte des cbnes méales et extraction du pollen

1.1 Récolte des cones males

Récolte & maturité, juste avant la déhiscence des sacs polliniques.

Déposer les cones dans des sacs en papier Kraft sur lesquels le nom de I'essence, le numéro de clone,
la date ainsi que le lieu de récolte sont clairement inscrits.

Placer les sacs dans une glaciére a l'abri de I'humidité pour la durée de la récolte.

Remplir une fiche d'entrée de la Banque informatisée de pollen (BIP), noter les informations concernant
le nom du client (responsable du projet), I'espéce et les clones récoltés, la date et le lieu de récolte.

1.2 Séchage des cbnes males

Le séchage doit étre appliqué le plus rapidement possible afin de limiter I'action de I'humidité encore
présente dans les cones. Deux cas sont possibles.

1.2.1 Séchage au laboratoire des semences

(Service de la génétique, de la reproduction et de I'écologie)

Placer les cbnes méles dans des tamis en plastique de 10 cm de haut, dont le fond est constitué d'une
toile & mailles soudées de 35 mm. La couche de cénes ne doit pas dépasser 2 cm. Répartir les cones
dans autant de tamis que nécessaire pour assurer un bon séchage. Dans le cas ou plusieurs tamis sont
nécessaires, bien reproduire toutes les informations inscrites sur le sac d'origine.

Recouvrir le tamis avec un papier mouchoir pour éviter la contamination entre les échantillons. Placer
dans un four a convection réglé a 30 °C durant 16 heures.

1.2.2 Séchage sur le lieu de la récolte

Mettre les cones a sécher dans les mémes sacs que ceux qui ont servi a la récolte. Les sacs de récolte
sont coupés afin de ne laisser qu'une hauteur de papier de 6 cm environ. La procédure a suivre est la
méme que pour les tamis.

1.3 Extraction du pollen

Déposer les cdnes méales secs dans un tamis dont le diamétre des mailles correspond & l'essence
a extraire.

Secouer les cnes de fagon a faire sortir tout le pollen contenu dans les sacs polliniques ; ne pas écraser
les fleurs. Si la récolte a été faite juste avant la déhiscence des sacs polliniques, le pollen sera trés
facilement extrait et les rendements d'extraction seront élevés. Dans le cas ou la récolte a eu lieu trop
tét, les sacs polliniques seront encore humides, le pollen sera extrait avec difficulté et sera humide, ce
qui nuit grandement a sa viabilité.

Répartir le pollen extrait dans des bouteilles en verre de type pénicilline de 10 ml remplies aux trois
quarts (7 ml).

Fermer avec un bouchon de caoutchouc qui sera percé par une aiguille de seringue de fagon a permettre
le dégagement des gaz émis lors de la conservation. Les aiguilles seront retirées aprés 7 jours.

Identifier les bouteilles pour les faire correspondre aux données contenues dans la fiche de la BIP.
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- Placer les bouteilles dans un dessiccateur contenant de la Drierite. Appliquer le vide et mettre au réfrigé-
rateur.

- Nettoyer soigneusement la surface de travail ainsi que les tamis et les outils utilisés aprés chaque
extraction. Les échantillons ainsi préparés pourront étre conservés un mois sans aucun traitement
supplémentaire.

1.4 Cas d'une récolte effectuée sur un site éloigné

Lorsque la récolte a lieu sur un site ol I'extraction du pollen ne peut avoir lieu rapidement (cas des vergers
a graines éloignés), il est recommandé d'appliquer le séchage puis de replacer les échantillons au froid dans
des dessiccateurs contenant de la Drierite. S'il est méme difficile de trouver un four pour faire sécher le pollen,
voici une fagon originale de faire sécher les cones méles :

- faire chauffer une piéce a 30 °C ;
- assurer une bonne circulation de l'air a I'aide de ventilateurs ;

- déposer les sacs de cones sur des supports grillagés afin d'améliorer la circulation de l'air.

2. Evaluation de la viabilité des échantillons de pollen

Si des échantillons doivent étre utilisés rapidement, le test de germination in vitro sera réalisé sur le pollen
extrait sans aucun traitement supplémentaire. Dans le cas d'échantillons devant étre conservés a long terme
dans la banque, le test de germination ne sera réalisé qu'aprés le deuxieme séchage du pollen.

2.1 Deuxiéme séchage du pollen

- Placer les échantillons de pollen, au maximum 21 ml, dans des petits tamis en PVC dont le fond est
constitué d'une toile fine a mailles soudées. Identifier et recouvrir d'un papier mouchoir. Préparer autant
de tamis que la quantité de pollen I'exige.

- Déposer dans un four a convection réglé a 40 °C pendant 4 heures.
- Regrouper tous les tamis correspondant a un méme échantillon; bien homogénéiser.
- Prélever un échantillon pour la réalisation du test de germination in vitro.

- ldentifier les bouteilles, noter les volumes de pollen et inscrire ces informations sur la fiche de données
de la BIP.

- Les bouteilles sont replacées dans les dessiccateurs, sous vide, en attendant la lyophilisation. Il est
inutile de percer le bouchon avec des aiguilles de seringue.

2.2 Test de germination in vitro

- Préparation du milieu de culture, stérilisation et répartition dans des boites de Pétri de 6 cm de diamétre
(test de germination en milieu solide). Les boites de milieu de culture se conservent un mois au réfrigé-
rateur. Pour les tests de germination en milieu liquide (cas du méleze), le milieu de culture, stérile, est
utilisé des son refroidissement.

2.2.1 Milieu liquide
- Déposer quelques gouttes de milieu de culture dans des puits de type ELISA, déposer le pollen en
surface. Retourner le puits et le déposer sur une grille, stérile, dans une bofte de Pétri, stérile, cela va

permettre la circulation de Il'air. Sceller la boite avec du Parafilm, la placer dans un plat de germination
noir dans la chambre de culture a 25 °C pour la durée de la culture.

- Homogénéiser le contenu du puits, prélever un échantillon, le déposer entre lame et lamelle et déter-
miner le nombre de grains de pollen considérés comme germés par rapport au total.

- Reporter le résultat moyen obtenu sur la fiche de données de la BIP.
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2.2

.2 Milieu solide

Déposer une faible quantité de pollen a la surface du milieu de culture. Recouvrir toute la surface du
milieu sans faire d'agrégats.

Sceller la boite de Pétri avec du Parafilm. Placer les boites a I'envers dans un plat de germination noir
dans une chambre de culture a 25 °C pour la durée de la germination (de 1 a 3 jours).

Déterminer le nombre de grains de pollen germés par rapport au total par observation au microscope.
Reporter le résultat moyen de germination sur la fiche de données de la BIP.

3. Conservation a long terme dans la banque de pollen

apres

La technique retenue pour conserver des échantillons a long terme est I'entreposage au froid a -30 °C
la lyophilisation.

Changer les bouchons en caoutchouc percés pour des bouchons qui se vissent, ne pas fermer hermé-
tiguement.

Tremper les bouteilles aux trois quarts dans de l'azote liquide (196 °C) pendant 2 minutes environ
jusqu'a ce que I'ébullition cesse.

Remplacer les bouchons qui vissent par des bouchons étoilés en caoutchouc ; ne pas fermer compléte-
ment les bouteilles.

Disposer les bouteilles dans un lyophilisateur, dont la température a préalablement été portée a -40 °C.

La lyophilisation a lieu a -65 °C durant 15 minutes a partir du moment ou la pression dans le lyophilisa-
teur atteint 10 mm de Hg.

Sortir les bouteilles scellées du lyophilisateur et visser les bouchons sur les bouteilles.

Attribuer un numéro pour le classement dans la banque de pollen, le reporter sur les étiquettes de la
bouteille et des bouchons pour toutes les bouteilles d'un méme clone.

Ranger les bouteilles dans les tiroirs de la banque de pollen au congélateur. Reporter dans la BIP la
localisation des différents clones dans les tiroirs de la banque. La figure 24 montre la répartition des
bouteilles dans un tiroir de la banque de pollen.

4. Utilisation des échantillons de pollen conservés dans la banque

Remplir une demande de prélévement dans la BIP au moins deux jours avant d'utiliser le pollen
(figure 25).

Sortir les échantillons de la banque, les placer dans un dessiccateur au réfrigérateur pendant 24 heures.

Prélever un échantillon de pollen pour la réalisation d'un test de germination in vitro (bien homogénéiser
le contenu de la bouteille avant de faire le prélévement). Si la demande concerne plusieurs bouteilles
d'un méme clone, le contenu de toutes les bouteilles devra étre mélangé avant le prélevement. Le pollen
pourra alors étre utilisé.

Réaliser le test de germination décrit en 3.2.

Réactualiser les données de la BIP (nouveau volume de pollen, nouveau pourcentage de germination
in vitro).
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91 | 1313 1313 1313 1314 1314 1314 1315 1315 1315

81| 1312 1312 1312 1312 1312 1312 1312 1312 1313

71| 1312 1312 1312 1312 1312 1312 1312 1312 1312 1312

61 | 1310 1310 1311 1311 1311 1311 1311 1311 1311

51 | 1297 1310 1310 1310 1310 1310 1310 1310 1310

41 | 1297 1297 1297 1297 1297 1297 1297 1297 1297 1297

31| 1297 1297 1297 1297 1297 1297 1297 1297 1297 1297

21 1296 1296 1296 1297 1297 1297 1297 1297

11 | 1295 1295 1295 1295 1295 1295 1295 1295 1295 1295

1| 1294 1294 1294 1294 1294 1294 1294 1294 1295 1295

Figure 24. Exemple de fiche présentant la répartition des bouteilles de pollen dans le tiroir 27 de la banque de pollen. Les
chiffres dans les cases représentent les numéros P qui sont associés aux clones présents dans la banque. Les
nombres a gauche de chaque rangée permettent de localiser les bouteilles dans le tiroir.
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Un des mandats de Forét Québec est de fourni
gratuiternent des plants paur le reboisement da
la forét publique et privée. Le Programme d'amé-
lioration génétique a pour but de sélectionner
les mailleurs arbres qui donneront des graines
de qualité supérieure avec des gains génétiques
maximum. Ces grainas serviront & la production
de plants destinés au rebolsement. Les travaux
de recherche sur I'évaluation et le maintien da
la viabilité des pollens des arbres forastiers vont
permetire de disposer, en toul temps et en tout
liew, de pollen de qualité afin de réaliser les
croisements qui permettront d'atteindre le gain
génétique potentiel déterminé par les
ameéliorateurs, et de maximiser le rendement de
la production de graines améliorées.
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