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Cultures in vitro d’étamines d’arachide

(Arachis hypogaea L.)

I. — Stades du développement des boutons floraux

La génétique fait de plus en plus appel & la tech-
nique des cultures de tissus pour l'amélioration des
plantes cultivées. Les recherches ont été orientées
dans deux directions : la culture des tissus en vue de la
production de plantes polyploides [Malnassy et
Ellison 1970, Murashige et Nakano 1966, Shrivas-
tava 1971] et la culture d’anthéres [Burgin et Nitsch
1967, Guha et Maheswari 1964, Nakata et Tanaka
1968, etc.] ou d’ovules[Kochba et Spiegel 1972, Martin
1970, Uchimiya ef al. 1971] pour l’obtention de
plantes haploides et de lignées pures.

La culture des étamines, qui comportent & la fois
des cellules haploides et diploides, permet d’aboutir a
ces deux objectifs. Cependant les résultats obtenus
dépendent de nombreux facteurs et, en particulier, de
T’espéce A laquelle on s’adresse et du stade de déve-
loppement des anthéres et du pollen au moment de
Pensemencement {Burgin et Nitsch loc. cit.,, Bernard
1971, Sunderiand 1971...]. G’est la raison pour laquelle

nous nous sommes attachés tout d’abord a étudier

évolution des fleurs dans les conditions de 'expé-
rience et a définir les stades morphologiques du déve-
loppement des boutons floraux correspondant a ceux,
invisibles extérieurement, des anthéres et du pollen
(microsporogenése).

LA FLORAISON DE L’ARACHIDE

La floraison et la fructification de 1’arachide ont
été souvent décrites [Badami 1935, Bolhuis 1958,
1959, Bouffil 1947, Gillier et Silvestre 1969 ; Gregory
el al. 1953, Martin et Bilquez 1960, Niclaes et Demol
1958, Seshadri 1959, 1962, Smith 1946, 1950, 1956,
Tardieu 1954]. Les études de biologie florale de
Banerji (1938) et de Smith (loc. cil.), qui font une large
part 4 la macrosporogenése, mises 4 part les obser-
vations rapportées dans la littérature, ont trait sur-
tout & la floraison au sens large du terme (nombre de
fleurs produites dans I'unité de temps en fonction des
variations des facteurs du climat : chutes de pluie,
temperature, lumiere, etc ; rendement de la formation
des gynophores et des grames .) mais non & la vitesse
d’évolution de 'organogenése de chaque fleur en rela-
tion avec sa microsporogeneése.

La floraison est trés sensible & la température [de
Beer 1963 ;
Shrlvastava 1966 ; Wood 1968] et a4 l'intensité et a
la composition de la lumiére [Fortanier 1957 ; Bolhuis
1958, 1959]. Une seule journée d’obscurité, selon
Niclaes et Demol (1958) peut annuler la floraison au
bout de trois jours.

Le phénomene de la floraison chez l’arachide serait
simple a controler s’il ne dépendait que des facteurs
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physiques et chimiques (température, lumiére, pério-
disme, nutrition, etc.) mais il est réglé aussi par des
facteurs physiologiques intrinséques peu ou mal con-
nus tels que la sensibilité au milieun et la faculté de pro-
duction des fleurs propre & chaque variété [Bolhuis
1958, 1959 ; Niclaes et Demol 1958 ; Tardieu 1954, ete. ],
Yinfluence d’une période de forte floraison sur la florai-
son suivante [Bouffil 1947 ; Martin et Bilquez 1960,
1962] —le nombre de fleurs épanouies dépend dans
une certaine mesure du nombre de boutons épanouis
la veille,—le mode de ramification [Bunting 1955-
1958 ; Seshadri ef al. 1959] ete.

En serre, la floraison et ’organogenése ne sont pas
aussi intenses et complétes qu’en plein champ dans
les pays de production. Le nombre des étamines
stériles est plus important et certaines variétés ont
la faculté de produire davantage de fleurs aberrantes
[Maeda 1964 ; Rabéchault 1957].

Nous avons tenu compte de ces diverses caracté-
ristiques biologiques et écologiques afin que les
plantes destinées aux expériences se développent
dans des conditions optimales.

MATERIEL ET METHODES

Des arachides (Arachis hypogaea L.), cv. 28-204
(Type Spanish) et 61-52 (Type Virginia) originaires
de Ia Station I. R. A. T. de Bambey (Sénégal) ont été
cultivées en serres entre 19 et 33 °C de maniére 2
satisfaire aux conditions optimales de la floraison.
Ainsi par exemple pour pallier un défaut éventuel de
lumiére, les plantes ont été cultivées pendant la belle
saison sans aucun éclairage d’appoint, aucune lampe
n’ayant fourni de résultats satisfaisants et I’apport de
lumiere artificielle pertubant plutdét gqu’il n’améliorait
la floraison. Des semis échelonnés, effectués depuis
le début d’avril jusqu’au mois d’aofit, ont permis d’ob-
tenir & tout moment une quantité suffisante de fleurs
a tous les stades de développement.

Les boutons floraux ont été mesurés plusieurs fois
chague jour jusqu’'a V'épanouissement des fleurs.

Aprés avoir défini les divers stades de développe-
ment basés sur des caractéres assez nets pour étre
susceptibles d’étre facilement distingués, des boutons
correspondants ont été prélevés en vue d’une étude
morphologique et cytologique des pieces de I’androcée
et du pollen. Les observations morphologiques et les
dessins ont été effectuds 4 I’aide d’un stéréomicroscope
Zeiss muni d’une chambre claire OPL et d’un micro-
meétre oculaire.

Des boutons floraux aux divers stades de développe-
ment ont été fixés a 1’alcool acétique et 1’état de déve-
loppement du pollen a été examiné au microscope
aprés écrasement des anthéres entre lame et lamelle
dans du carmin acétique ou dans un mélange d’héma-
toxyline propionique selon Henderson et Liu 1968
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Des difficultés ont été rencontrées pour la coloration
du pollen miir : les fixateurs ont pénétré trés lentement
a cause de I’épaississement de I’exine et de la présence
dans les anthéres d’une huile jaune vif abondante. Le
mélange fixateur de Carnoy qui renferme du chloro-
forme nous a été d’un grand secours et nous avons
obtenu également de bons résultats en fixant les bou-
tons floraux et les anthéres dans le mélange de Nava-
chine pendant plusieurs jours a -+ 5 °C.

RESULTATS

L’éclairement, qui pouvait atteindre 80 4 100 000 lux
au cours des journées ensoleillées, tombait 4 24 000 lux
par temps couvert et méme a 16 000 lux par temps de
pluie. Dans ce dernier cas, conformément aux obser-
vations faites par d’autres auteurs et rapportées ci-
dessus, le développement des fleurs était ralenti, voire
annulé, pour plusieurs jours. Le développement était
retardé de 24 a 48 h (Graphique I) lorsque 1’éclaire-
ment tombait au voisinage de 25 000 lux. On évitait
alors de prélever des boutons floraux pour leur mise en
culture. Le ralentissement était d’autant plus pro-
longé que le bouton était 4 un stade plus jeune. Nous
avons ainsi observé I'inhibition compléte du développe~
ment de boutons parvenus.aux stades I et II (décrits
.plus loin) pendant plus de 15 jours a la suite d’une ou
deux journées de trés faible ensoleillement.
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GRAPHIQUE I. — Croissance des boutons floraux lorsque
P’éclairement variait entre 25 000 et 80 000 lux : courbe 1, et entre
15 000 et 25 000 Iux (temps couvert) : courbe 2.

Chez Y'arachide la floraison commence aux nceuds
situés & la base de la plante, prés des cotylédons, et
tend a gagner de proche en proche Vextrémité des
rameaux sans jamais y parvenir. Dans cette zone
basale, la floraison est trés intense et se « dilue » pro-
gressivement vers des limites en dehors desquelles des
boutons floraux peuvent exister &4 des stades trés
jeunes (I et II) sans évoluer.

11 est ainsi difficile de prévoir ’avenir d’un bouton
floral des stades jeunes en dehors des limites de la
zone de floraison active. Par contre, pour les stades
les plus agés, il est possible d’estimer le temps qui les
sépare de leur épanouissement avec une assez bonne
précision.

La microsporogenése est trés précoce chez la fleur
d’arachide. De plus, elle est accélérée par la lumiére, la
température et les disponibilités en eau. Au cours
de la premiére période de nos travaux, nous espérions
reconnaitre les diverses phases de la formation du
pollen dans des boutons encore clos mesurant moins

Oléagineux, 29¢ année, n® 3 — Mars 1974

de 10 & 15 mm de longueur. A ce stade hélas le pollen
était déja mir et il I’était également chez des boutons
moitié moins longs (7 mm). Lorsque les journées étaient
ensoleillées, surtout lorsque par accident les plantes
manquaient d’eau, nous avons trouvé des anthéres
jaunes et du pollen binucléé dans des boutons qui
mesuraient moins de 5 mm de longueur. La taille des
boutons floraux n’est donc pas un critére valable pour
prévoir le stade de la formation du pollen. Par contre,
une corrélation trés nette existe entre la forme du
bouton floral (stade de développement) et la micros-
porogenése.

STADES DE DEVELOPPEMENT
DES FLEURS ET MIGROSPOROGENESE

A D’aisselle d’une feuille, deux bractées recouvrent
complétement le bourgeon axillaire végétatif a la
base duquel on découvre, de part et d’autre, deux
petites masses vertes arrondies & cylindriques et qui
sont des boutons floraux au Premier stade de leur
développement (Planche I, fig. 1). Seules les sépales
sont formsés ; ils entourent complétement les étamines.
Les pétales .et: le tube calicinal, que nous appellerons
plus loin'« pédoncule » pour plus de commodité, sont a
I’état d’ébauches. Le pistil, trés court, est difficile
4 observer. L’intérieur du bouton est entiérement
occupé par les étamines presque sessiles. Dans les
anthéres arrondies, les cellules meéres des grains de
pollen'sont déja en place mais ne peuvent encore éire
extraites mécaniquement.

L’ordre de développement des piéces florales ne
suit donc pas celui dans lequel elles sont insérées dans
la fleur : sépales, pétales, étamines et pistil, puisque ce
sont les étamines, et on peut méme dire les anthéres
seulement qui se développent en meéme temps que les
sépales qui les recouvrent. Déja se dessine 'accéléra-
tion de la microsporogenése. Le développement du
pistil est 1égérement en retard ainsi que la macrospo-
rogenése comme I’a déja observé Smith (1956).

Les bractées foliaires s’écartent légérement démas-
quant ensuite les boutons floraux parvenus au deu-
xiéme stade du développement (Planche I, Fig. 2
et 3). Le bouton s’est allongé ; il est vert, symétrique
par rapport a son grand axe, et devient sub-cylin-
drique avec un étranglement caractéristique (pédon-
cule) & la base (pédoncule 0,3 mm ; bouton 1,4 mm
environ).

Les bractées sont plus longues que le bouton. La
corolle, a I’intérieur du bouton, est trés rudimentaire.
On observe une augmentation du volume des anthéres
alors que les filets des étamines restent trés courts
(Long. totale d’une étamine 0,6-1,0 mm ; anthére
0,5-0,8 x 0,3 x 0,45 mm). Les anthéres commencent
4 blanchir et leurs loges dorsales sont plus développées
(double de largeur) que leurs loges ventrales ce qui
leur donne un aspect trés caractéristique (Planche 1,
Fig. 5). Aucune trace de soudure n’est encore visible
4 la base des filets. ‘

Par écrasement de 1’anthére, chaque loge libére une
masse allongée (Planche I, Fig. 6) arrondie aux extré-
mités et qui est constituée par des cellules méres polygo-
nales des grains de pollen (cellules méres : 32,20 o=
2,32 X 26,34 4 2,07 p). A ce stade, les boutons les
plus agés (pédoncule 0,9-1,2 mm ; bouton 2,1 mm) ont
des étamines blanchétres dans lesquelles on trouve des
cellules meéres plus grosses (47,74 4 1,90 X 37,76 X
2,16 ) qui tendent a se séparer les unes des autres
par suite de la lyse des lamelles mitoyennes.

Le bouton a tétrades (Planche I, Fig. 7) constitue
le troisiéme stade de développement. Il est diffi-
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PLANCHE I. — Figure I, & l'aisselle d’une feuille, les braclées recouvrent le bourgeon axillaire et 2 boutons floraux
arrondis verts (X 5) ; Fig. 2, Stade II les bractées se sont écartées. On remarque I’'un des boutons floraux sub-cylindrique
avec son étranglement 4 la base (X 5) ; Fig. 3, les bractées ont 61é arrachées, le boulon est vu de profil (X 5) ; Fig. 4, le som-
met du bouton a été coupé, on voit le sommet de 4 anthéres et le pislil (x 25) ; Fig. 5, étamines du boulon de la figure précé-
denle (X 5) ; Fig. 6, masse de cellules meéres de grains de pollen que I’'on peul faire sortir par pression d’une anihére
(X 400) ; Fig. 7, bouton au Stade III, bouton fusiforme a tétrades (X 5) ; Fig. 8, étamines du bouton précédent (X 8) ; Fig. 9,
10 et 11, cellules méres 4 divers stades de la méiose (X 900) : Fig. 9, 2 cellules méres en haut et 2 au stade leptoténe, on
remarque le nucléole en division ; Fig. 10, mélaphase ; Fig. 11, 1élophase ; Fig. 12, 18 et 14, téirades dans les tissus de }Van-
thére et phases de la libération du pollen (X 560) ; Fig. 15, siade IV, bouton vert (X 5) ; Fig. 16, pollen mononucléé du
stade bouton vert (X 900) ; Fig. 17, stade V bouton jaune (X 5) ; Fig. 18 et 19, pollen binucléé du bouton jaune (X 560 et 900) ;
Fig. 20, épanouissement de la fleur, stade VI « bouton ailé » (x 2) ; Fig. 21, fleur épanouie (X 1) ; Fig. 22, ¢tamines du boulon
ailé (X 5), remarquer les étamines 4 anthéres rondes el celles & anthéres longues qui ont fait I’objet des cultures in vitro.
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cile a distinguer du précédent. Le bouton est devenu
fusiforme (pédoncule 1,0-2,0 mm ; bouton 2-4 mm). 11
est symétrique par rapport a son grand axe et de sec-
tion arrondie. Les bractées foliaires sont encore plus
longues que le bouton qui reste hermétiquement clos
par ses sépales. Les filets des étamines se sont allongés
et sont plus larges 4 la base qu’au sommet bien qu’ils
ne présentent pas encore entre eux de zone de sou-
dure. Les antheres blanchétres sont deux fois plus
longues que larges ; leurs loges ont atteint un dévelop-
pement 4 peu prés identique (Planche I, Fig. 8). A
Vintérieur, les cellules meéres des grains de pollen
(61,80 42,94 x 47,00 4 253) parvenues a leur dévelop-
pement maximal (Graphique II), sont presque toutes
séparées les unes des autres et tendent a devenir iso-
diamétriques. La méiose, dont tous les stades ont été
reconnus (Planche I, Fig. 9, 10, 11), est déclenchée et
aboutit trés rapidement a la formation des tétrades.
La membrane de chaque cellule mére, qui entoure
alors les 4 grains de pollen disposés selon deux plans
perpendiculaires, devient de plus en plus mince
(Planche I, Fig. 12, 13, 14) et disparait aprés une
lyse compléte. Les grains de pollen mononucléés
(diam. 22,84 + 2,14 x 20,88 + 2,16 p) sont ainsi
libérés mais ils restent encore accolés par un point
commun pendant un certain temps (Planche I, Fig. 13
et 14).

Les plus grands boutons de cette catégorie (pédon-
cule 1 mm ; bouton 3 mm) s’épanouiront dans 3 ou
4 jours.

Le quatriéme stade de développement (Planche I,
Fig. 15) est ce que nous avons appelé la forme « Bou-

Lt o T

= i

& {
6 w ’I
'| -

g3 !
1a}2 /

= Il

(%]

1] !

Cel: m.

]
1
[

-

=)

T

[+

— g ———i
15
=amed
—

©
t
Py

o
Ll
w
——
=N

g !
- /i
= Pol. + |
Sa4i9 7 ,’
= _‘_/ !
8 - J
s2{1 —* ,/

5 | Bout.Flv— ,

o ____—-I

Padonca———""_ . . .
Bem Bt Bv Bj Ba Fl e
Stds 2 3 4 B 3 6"

GRAPHIQUE II. — Diamétre des cellules méres du pollen
(cel. m.) et du pollen (pol.) en fonction de la longueur du bouton
floral (bout. fl) et de son pédoncule aux divers stades de développe-
ment : em B. (boulon & cellules méres) Bt. (bouton a téirades)
Bv. (bouton vert) Bj. (bouton jaune) Ba. (bouton ailé) Fl, ep. (fleur
épanouie). .
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ton vert » dont I’épanouissement aura lieu dans les
meilleures conditions dans les 36 &4 48 h. Il devient
piriforme grace 4 I'apparition d’un léger renflement
4 la base tandis que I'extrémité est souvent marquée
par de légéres dépressions entre les sépales. Le bouton
est dissymétrique par rapport & son grand axe
(pédoncule 2-4 mm ; bouton 3-5,5 mm). L’augmenta-
tion du diamétre 4 la base est dd au développement
des anthéres dont les loges (1,05-1,5 x 0,5-0,6 mm)
commencent a jaunir par suite de la maturation du
pollen et de la sécrétion de nombreuses goutteleties
d’une huile de couleur jaune vif (Planche I, Fig. 8). Les
grains de pollen sont mononucléés, bien individua-
lisés, et ont une forme en ballon de rugby (Planche I,
Fig. 16).

Au cours du cinquiéme stade de développement
(Planche 1, Fig. 17) la couleur devient de plus en plus
jaune par suite de 1’achévement de la maturation du
pollen, de la sécrétion d’une importante quantité
d’huile jaune dans les anthéres et du jaunissement des
sépales qui sont parvenus a leur longueur maximale.
C’est le stade que nous avons appelé plus communé-
ment « Bouton jaune ou Bouton de la veille »n:
il précéde en effet ’épanouissement de la fleur de 12
4 24 h. Le pédoncule (tube calicinal) s’est allongé ; il
peut atteindre 10 & 15 mm. Le bouton est encore plus
dissymétrique qu’au stade précédent par rapport
a son grand axe ; il est plus ou moins aplati laté-
ralement (section transversale ovale). L’augmentation
du volume est due surtout a P’allongement du pistil,
des filets des étamines et au développement des piéces
de la corolle (pédoncule 4-6 mm ; bouton 5-8 mm).

Les filets des étamines sont soudés a 1a base sur une
petite longueur (0,4-0,8 mm). La partie libre du filet
avec l'anthére a une longueur de 2,2-3,0 mm sur
laquelle ’anthére représente 1,1-1,5 mm.

Les sacs polliniques jaunes sont allongés et ren-
ferment du pollen binucléé individualisé, arrondi
(diam. 42,00 + 2,08 p) qui commence & épaissir ses
parpis. La coloration au carmin acétique devient
plus difficile.

Pendant les derniers moments de la croissance de ce
bouton, la partie soudée du filet des étamines ainsi
que le pistil augmentent beaucoup de longueur ; il en
est de méme pour les piéces de la corolle qui prennent
leur coloration jaune péle.

L’épanouissement de la fleur s’opére en deux
temps :

a) la sortie des ailes et de la caréne qui protége les
étamines et le pistil : c’est la forme que nous avons
appelée « Bouton ailé » (Planche I, Fig. 20) ;

b) la mise en place de1’étendard (Planche I, Fig. 21).

Dans le bouton ailé, les pieces de I’androcée et du
gynécée ont pris leurs dimensions, leurs formes et
leurs places définitives. A ce stade, les anthéres
peuvent &tre déhiscentes et 1'on remarque d’ailleurs
sur chaque loge le tracé de la fente qui livrera le
passage au pollen.

L*anthése a lieu trés tot, le matin entre 4 et 6 h.

Dans la fleur, on distingue nettement les 10 éta-
mines : 4 grandes & anthéres allongées oblongues, 4 un
peu plus courtes & anthéres arrondies et enfin 2 sta-
minodes (étamines sans anthéres).

Ce sont les étamines & anthéres allongées qui ont
fait 1’objet des observations et des mesures.

Finalement les piéces florales adultes chez la variété
28-204, dans les conditions de 'expérience, avaient les
dimensions moyennes consignées dans le tableau I.
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TABLEAU I

Dimensions des organes fioraux chez la variété 28-204
(fleurs épanouies)

Organe Dimensions

Tube calicinal longueur : 18,03 + 2,37 mm
Sépales soudés longueur 5,02 4- 0,83 mm
Sépales libres longueur : 6,88 4- 0,48 mm
Etendard longueur : 11,07 4 0,46 mm
— largeur . 16,17 4- 0,57 mm
Ailes longueur : 8,66 4- 0,47 mm
— largeur 5,72 + 0,39 mm
Caréne longueur 9,25 4 0,69 mm
— largeur 4,27 4+ 0,29 mm
Etamines longueur totale : 9,35 4 0,48 mm

— partie soudée _ —
—_ filet libre — —
— anthére longueur :
Pollen grand diameétre :
—_ petit diamétre

4,30 4+ 0,29 mm
3,76 4+ 0,34 mm
1,20 4 0,06 mm
43,40 & 0,78 p.
40,99 + 0,75 .

L’examen de ce tableau améne quelques commen-
taires. Les mesures ont été prises sur 20 fleurs préle-
vées au hasard entre 9 et 10 h du matin. La moyenne
de la longueur du tube calicinal présente un inter-
valle de confiance assez important qui traduit une
certaine hétérogénéité. Ceci est dit a ce que cette par-
tie est trés sensible a la lumiére. De sorte que les
fleurs prélevées a la base de la plante, plus ou moins
abritées par une feuille ou une branche, avaient un
tube calicinal (pédoncule) plus long que les autres.
Une hétérogénéité encore plus grande est traduite par
I'intervalle de confiance qui affecte aussi 1a longueur
des étamines et de leur filet mais ici il s’agit d’une
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hétérogénéité naturelle : les étamines & anthéres
allongées ont des filets qui n’ont pas tous la méme
longueur dans une méme fleur.

CONCLUSIONS

La vitesse de développement des fleurs d’arachide
est influencée par les facteurs du milieu, en particulier
par la lumiére naturelle, la température et un manque
d’eau relatif. Pour avoir une évolution des fleurs
toujours aussi rapide, les plantes ont été cuitivées dans
des conditions optimales : lumiére naturelle estivale
supérieure 2 25000 lux, température supérieure a
19 °C, arrosages optimaux, engrais liquides, etc.

Les prélévements n’ont jamais été effectués lorsque
I’'un de ces facteurs tombait naturellement ou acci-
dentellement au-dessous du seuil fixé.

Les sépales et les étamines se forment avant les
autres organes de la fleur. La formation du pistil et la
mégasporogenése sont légérement en retard sur celle
des étamines et 1a microsporogenése. Nos observations
confirment sur ce point celles de Smith (1956).

Cing stades de développement des boutons floraux
en relation avec I’état d’évolution du pollen ont été
décrits ;: I-ébauches arrondies ; II-bouton cylindrique
avec étranglement 4 la base ; III-bouton & tétrades
fusiforme symétrique ; IV-bouton vert dissymétrique
piriforme a pollen mononucléé, V-bouton jaune dissy-
métrique aplati latéralement a pollen binucléé. Les
tétrades se forment dans les boutons jeunes (IIT) 3 &
4 jours avant I’épanouissement. Le « bouton vert »
s’épanouit au bout de 48 h et le « bouton jaune » au
bout de 12 4 24 h.

Les boutons aux stades III, IV et V ont été pré-
levés pour la culture de leurs étamines in vitro.
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