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Depuis quelques années, les généticiens s’inté-
ressent aux haploides des plantes supérieures pour
les études génétiques et comme technique nouvelle
dans ’amélioration variétale.

L’haploidie spontanée a été observée depuis
longtemps chez de nombreuses espéces végétales,
en particulier les cas liés 4 la polyembryonie.
Depuis une dizaine d’années, son induction artifi-
cielle fut tentée avec plus ou moins de succés par
la culture in vitro d’anthéres, de pollen, d’ovules
appliquée & nombre d’espéces végétales utiles
(Collins, 1977 ; Keller, 1980).

Chez les caféiers, des dihaploides de 1’espéce
tétraploide C. arabica ont déja été€ obtenus aisé-
ment & partir de graines polyembryonées (Mendes
et Bacchi, 1940 ; Carvalho, 1952 ; Dublin et Par-
vais, 1975). Il n’en a pas été de méme chez les

MATERIEL ET

Les graines ont été récoltées sur trente-neuf
souches de C. canephora de la collection et des
descendances IFCC, cultivées respectivement a
Man et a Divo (Cdte d’Ivoire).

Recherche des graines
polyembryonées et récupération
des polyembryons

Récupération dans le fruit et greffage
des embryons

Les polyembryons sont repérés dans les fruits
immatures, par tranchage de la partie basale du
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caféiers diploides, plus particuliérement chez C.
canephora o, seules, trois plantules a onze chro-
mosomes ont pu &tre isolées par Dublin et Parvais
(1975) a partir de graines normales, mono-
embryonées. Par ailleurs, la mise en culture
d’anthéres et de gamétophytes de cette espéce n’a
pas encore abouti au développement de plantes
haploides (Lanaud, communication personnelle).

Le greffage d’embryons de caféiers (Couturon
et Berthaud, 1979) ayant permis la croissance
d’embryons de trés petite taille, nous nous som-
mes proposé de reprendre la recherche d’haploi-
des chez C. canephora par le greffage des
polyembryons extraits de graines immatures.
Parallélement, des recherches par semis ont été
effectuées, mais de facon plus succincte.

METHODE

fruit, prés du pédoncule. Bien qu’il arrive de
trouver trois ou quatre embryons associés, dans la
plupart des cas on en trouve deux, le plus petit
étant accolé a la base du plus gros. Ils sont facile-
ment extraits de ’albumen, puis séparés & 1'aide
de la pointe d’une lame de greffoir. Dans tous les
cas, nous avons sélectionné les plus petits’
embryons (2 a'3 mm) pour les greffer sur de jeu-
nes plants de C. canephora issus de semis et agés
d’environ quatre mois. .

La technique de greffage utilisée a été décrite
dans un précédent article (Couturon et Berthaud,

+ 1979).

Récupération par semis et repiquage des
plantules
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lors de la germination, par la présence de deux ou
parfois plusieurs petites radicules émanant d’un
méme albumen. Le développement de I’hypo-
cotyle du plus gros des embryons entraine leur
soulévement du substrat de germination. On sec-
tionne alors cet hypocotyle afin de permettre la
croissance des plus petits embryons jusque-la
défavorisés. Les graines sont ensuite transplantées
en atmosphére saturée en eau jusqu’a 1’obtention
des plantules. Celles dont I’hypocotyle avait été
sectionné continuent a se développer en émettant
de nouvelles racines. Les plus petites sont enfin
repiquées en terre ou greffées suivant leur
vigueur.

Repérage des plantules présumées
haploides et contrble cytologique
du niveau de ploidie

Les plantules présumées haploides ont été repé-
rées a partir du stade « premiére paire de feuil-
les ». Les observations portent.sur 1’épaisseur de
Phypocotyle, la longueur de' Pentre-nocud, la
forme des feuilles, par comparaison avec les phé-
notypes diploides issus des mémes souches paren-
tales (photos 1a et 1b).

Les dénombrements chromosomiques ont été
effectués sur les apex de trés jeunes feuilles,
encore accolées, dont on a prélevé la moitié supé-
rieure. Celles-ci ont été fixées dans un mélange en
parties égales d’acide acétique glacial et d’éthanol
absolu, 4 60 °C, pendant 6 h. Puis elles ont été
colorées a ’hématoxyline (mélange de- dix volu-
mes d’hématoxyline a 2 % et d’un volume

Photos la et 1b. — Plantule haploide (11) et plantule
diploide (22) d’une méme souche parentale de C. canephora,
obtenues par greffage de polyembryons, dgées de trois mois

d’alun ferrique a 0,5 %, tous deux dans I’acide
acétique a 45 %) durant 30 min, & la température
ambiante. Le dénombrement des chromosomes a
été effectué au stade métaphase par écrasement
entre lame et lamelle, au grossissement 1 000 X.

RESULTATS

Obtention d'haploides
par le greffage des polyembryons

On a isolé sept cent soixante-douze graines
polyembryonées pour cent vingt-six mille graines
coupées, soit 0,6 %. Six cent vingt-trois petits
embryons ont pu &tre greffés. Le taux de réussite
du greffage a été de 63 %. Parmi les trois cent
quatre-vingt-douze plantules obtenues, nous
avons pu trier cent trente-cing phénotypes a tige
gréle, entre-noeuds courts et feuilles étroites.
Quatre-vingt-deux plantules se sont révélées avoir
onze chromosomes aprés dénombrement, soit
21 % des embryons greffés avec succés.
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Sur les trente-sept clones mis a 1'épreuve pour
leur production de graines polyembryonées, sept
ont pu I’&re sur huit mille & vingt-six mille grai-
nes (tableau I). Leur taux de polyembryons se
situait dans nos conditions entre 0,3 et 1,3 %.
Les souches IF 107, IF 126, IF 149, IF 160,
IF 200, IF 232 ont produit entre 4 et 19 %
d’haploides par rapport au nombre de graines
polyembryonées. Le clone IF 095 n’a produit
aucun haploide. Parmi les trente autres souches
étudiées sur mille graines seulement, cing n’ont
rien donné (H 66, IF 317, IF 392, IF 419,
IF 489). Pour les autres (tableau II), le taux de
graines polyembryonées variait entre 0,1 et
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TABLEAU I

Obtention d’haploides par greffage des polyembryons
a partir de sept souches de C. canephora

X P Embryons Plantules )

Nombre de Graines polyembryonées LAt o Haploides
Clones graines greffés obtenles

coupeces Nombre Taux (%) Nombre Nombre Nombre Taux (%)
IF 095 10 359 39 0,37 31 17 o -
IF 107 8 664 77 0,88 59 ite} 3 3,8
IF 126 16 356 209 1,27 144 9l 9 4,3
IF 149 26 858 118 0,43 101 65 19 16,1
IF 160 11 082 32 0,28 29 24 6 18,7
IF 200 - 10 630 123 1,15 107 61 23 18,6
IF 232 9 229 76 0,82 T4 41 13 17,1

TABLEAU II 0,7 % ; les clones IF 006, A 25, H 34, IF 057,

Greffage des polyembryons et obtention d’haploides a partir
de mille graines récoltées sur vingt-cing clones de C. cane-
phora

Clones A B o Clones A B o
IF AO2 2 o} IF 176 T 6 ¢}
IF 006 5 2 1 IF 182 3 1 0
IF A25 5 3 1 IF 197 4 2 2
KM 27 3 2 o] IF 235 3 2 0
IF 030 2 1 0 IF 241 7 ¢]

H 34 3 3 1 IF k405 2 1 0
IF 057 2 1 1 IF k420 5 4 1
IF 069 7 y 1 IF Juy 5 2 1
IF 075 Yy 3 0 IF 4b5 3 2 o]
H 77 4 1 [¢] IF 461 1 1 o}
IF 084 1 o} IF 467 y 2 o]
IF 086 1 1 0 IF 1488 1 9]

IF 130 10 6 o}

4 : Nombre de polyembryons greffés.
B : Nombre de plantules obtenues.
C : Nombre de plantules haploides.

IF 069, IF 420, IF 444 ont produit chacun un
haploide et le clone IF 197 en a produit deux.

Obtention d’haploides par semis

Pratiquée sur un nombre plus limité de graines,
cette méthode a néanmoins permis d’obtenir qua-
tre plantules a onze chromosomes pour vingt. et
un mille graines semées. Les résultats obtenus
pour les quatre clones utilisés sont regroupés‘dans
le tableau III. Notons qu’avec le clone IF 107 les
résultats obtenus par les deux méthodes sont-équi-
valents.

TABLEAU III

Obtention d’haploides par semis de graines récoltées
sur quatre clones de C. canephora

Clones Nombre de graines

Nombre de graines

Nombre de plantules Nombre de plantules

semées polyembryonées obtenues haploides
IF 077 6 279 28 9 1
IF 107 9 908 78 5 2
IF 130 3 431 20 8 0
IF 200 1 4u6 28 10 1

DISCUSSION

Il est aisé d’extraire les embryons existant dans
I’albumen de graines polyembryonées immatures.
Mais le greffage des petits embryons susceptibles
de fournir le meilleur taux d’haploides ne peut
étre pratiqué avec les embryons de moins de
2 mm ou mal formés. La différence entre le nom-
bre de polyembryons extraits et le nombre de
polyembryons effectivement greffés est inhérente

3 la technique. De plus, le taux de réussite des
greffes de ces polyembryons par rapport a celui
des greffes d’embryons uniques est moindre :
60 % pour des embryons de C. canephora de 2 a
3 mm contre 90 % pour des embryons normaux
de C. arabica d’environ 4 mm (Couturon et Ber-
thaud, 1979). Mais passé le cap de la reprise sur
les porte-greffes, les plantules obtenues sont auto-
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Photo 2. — Développement atteint par un embryon
haploide issu du clone IF 149, sept mois apres son greffage sur
un jeune plant de C. canephora

nomes et ne nécessitent qu’exceptionnellement

une intervention de sauvetage par un nouveau

greffage (photo 2).

L’obtention d’haploides par semis est possible
moyennant de nombreuses interventions au cours
de la germination des graines polyembryonées.
D’abord, la croissance des plus petits embryons,
totalement inhibée par celle des plus développés,
peut étre favorisée en sectionnant ’hypocotyle de
ces derniers. A la limite, les petites plantules
issues de graines polyembryonées ont été récupé-
rées « avant terme » par dissection de I’albumen.
Cette opération provoque souvent des traumatis-
mes, qui peuvent compromettre la survie des
plantules les plus fragiles.

Tenant compte des difficultés rencontrées par
'voie de semis, le greffage des embryons parait
8tre une méthode plus adaptée & la récupération
du matériel polyembryonnaire susceptible de
fournir les haploides.

Les résultats regroupés dans le tableau I mon-
trent que le taux de graines polyembryonées dif-
fére beaucoup d’une souche parentale a I’autre,
de méme que le taux d’haploides. Ces deux para-
métres paraissent indépendants. En effet, un
clone bon producteur de polyembryons comme la
souche IF 126 ne donne pas nécessairement un
nombre élevé de plantes haploides et, inverse-
ment, un clone mauvais producteur de poly-
embryons comme la souche IF 160 peut avoir
un taux élevé d’haploides.

Sur les trente-neuf souches étudiées, trente-
quatre ont produit des graines polyembryonées a
des taux différerits. Mais il semble peu probable
que ces conditions soient identiques d’une année &
I'autre, les facteurs déterminant la polyembryonie
étant mal connus.
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Les treize haploides obtenus & partir du clone
IF 232 possédent tous des feuilles anormalement
gaufrées, comme le pied mére, alors que sa des-
cendance diploide issue de fécondation libre ne
manifeste pas ce caractére. Ceci confirme donc
que ces haploides sont issus d’une cellule du sac
embryonnaire par développement parthénogénéti-
que.

i

Photo 3. — Plant haploide greffé provenant du clone IF 200,
six mois apres son installation au champ

Photo 4. — Couple isogénique haploide (11)-diploide (22)
n° IF 126:01
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Photo 6. — Feuille haploide (11) et feuille diploide (22)
du couple isogénique n° IF A25-01

Photo 5. — Couple isogénique haploide (11)-diploide (22)
n° IF A25-01

D’aprés les observations faites au cours.de la
croissance des haploides, nous avons constaté que
leur vigueur varie beaucoup avec la souche paren-
tale utilisée ; en revanche, la variation semble
assez faible parmi les individus issus d’une méme
souche.

Mis a part certains plants haploides, dont la
croissance parait irrémédiablement bloquée (for-
mes en « rosette »), leur vigueur est suffisante
pour procéder a leur duplication chromosomique
par traitement a la colchicine des apex caulinaires
selon la technique de Berthou (1975).

A ce jour, trente individus haploides ont été
diploidisés (photos 3, 4, 5, 6). Les premiers rejets
diploides grefiés ont donné des plantes de vigueur
satisfaisante comparée a celle des caféiers diploi-
des hétérozygotes de 1’espéce C. canephora.
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It has been possible to obtain naturally occurring
haploids of C. canephora by grafting polyembryos. In
view of their rare occurrence (less than 1 %), their
recovery is easier from immature seeds than from seed-
ings. With our technique we obtained from six hun-
dred and twenty three polyembryos that were isolated
and then grafted, eighty two haploid plants after deter-
mining their chromosome numbers.

After chromosome duplication by treating the cauli-
nary apices with colchicine, the first thirty diploidised
haploids which were obtained had a satisfactory vigour,
compared with that of the heterozygous diploid indivi-
duals of the species C. canephora.
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La obtencién de haploides espontaneos de C. cane-
phora ha sido-posible por el injerto de poliembriones.
Considerando su reducida frecuencia de aparicion
(menos de 1 %), su recuperacion es mas facil de semil-
las inmaduras que por medio de siembra. Aplicando
nuestra técnica, hemos obtenido seis cientos veinti-
trés poliembriones, los cuales fueron aislados e injerta-
dos, ochenta y dos plantas haploides después de haber-
los determinado su nimero cromosomico.

Después de la duplicacién cromosémica, por trata-
miento de los apices mediante colchicina, los primeros
treinta haploides diploidizados obtenidos presentan un
vigor satisfactorio comparados con los diploides hetero-
cigotos individuales de la especie C. canephora.




