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LE TRI PRECOCE DES HAPLOIDES

D'ORIGINE SPONTANEE
DE COFFEA CANEPHORA

o
“ § MJ"
| E. COUTURON
& ORSTOM *

PIERRE

INTRODUCTION

La méthode d’isolement d’haploides spontanés
mise au point & la station de PORSTOM a Man
(Cote d’Ivoire) a partir de graines polyembryo-
nées immatures de [Pespéce allogame diploide
Coffea canephora (2n = 22 chromosomes) a
permis, griace au greffage d’embryons, I’obten-
tion de quatre-vingt-deux plantes haploides dés
1980. Aprés dénombrement chromosomique,
& multiplication par greffage puis traitement a la

colchicine, quarante génotypes haplo-diploides
ont été installés en champ (Couturon, 1982 ; Cou-
turon et Berthaud, 1982).

Ce nouveau matériel végétal a permis a Ber-
thaud (1984) d’¢tablir la transmission héréditaire
des marqueurs enzymatiques chez cette espéce.
L’obtention par croisements contr6lés entre ces
souches diploides « homozygotes » des premicres
descendances F; morphologiquement homogenes
va permettre de développer des études de base sur
la génétique de C. canephora et de déterminer
leur intérét pour ’amélioration de cette espéce
(Charrier, 1985).

Afin d’assurer la diversification du matériel
végétal haplo-diploide disponible, une chalne de
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production a été mise au point. Plusieurs centai-
nes de génotypes haploides sont ainsi isolés cha-
que année. Il n’est plus possible d’effectuer leur
tri ‘par dénombrement chromosomique. Leur
reconnaissance a un stade précoce grice a des
caractéres morphologiques foliaires et-a une meil-
leure maftrise des opérations techniques condui-
sant 2 la création des plantes « diploides homozy-
gotes » a fait I’objet de recherches techniques,
dont les résultats sont rapportés ici.

La relation entre le niveau de ploidie et la den-
sité stomatique établie chez les caféiers par
Franco (1939) est couramment citée en bibliogra-
phie. Utilisée par Noirot (1978) dans le cadre
d’une étude de la polyploidisation de C. cane-
phora, eclle permet une séparation nette. entre
diploides et tétraploides. Il en est de méme du
rapport diamétral foliaire également utilisé par
cet auteur pour le repérage des polyploides obte-
nus par traitement a la colchicine.

En se référant a ces travaux, nous présentons
une méthode de tri des haploides qui évite leur
contrdle cytologique. Elle est basée sur la mesure,
au stade précoce, des rapports allométriques et
des densités stomatiques. foliaires chez les jeunes
plantes issues des polyembryons de deux souches
parentales de C. canephora.
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MATERIELS ET METHODES

Nous avons étudié deux clones de C. canephora

. en collection, IF 200 et IF 420, qui produisent des

polyembryons a une fréquence élevée (1 %).

Aprés greffage, une sélection des jeunes plants

possédant une a trois paires de feuilles est réalisée
a la sortie des bacs de multiplication.

Ces plants présentent, a des degrés divers, des
caractéres morphologiques juvéniles — tige gréle,
entre-nceuds réduits et feuilles étroites — qui ne
nous permettent pas de déterminer leur nature
haploide ou diploide. Nous avons retenu trois
cent soixante et onze jeunes plantes issues de la
souche IF 200 et soixante-six issues de la souche
IF 420.

Ces jeunes plantes ont été élevées en pépiniére,
dans des conditions homogenes et soignées.
Lorsqu’elles ont atteint le stade « quatre paires de
feuilles », les dimensions du limbe foliaire (lon-
gueur et largeur) sont alors mesurées sur I’une des
feuilles du niveau 3, aprés prélévement. Cette
feuille sert aussi & la prise d’'une empreinte de
0,5 cm? environ sur la face inférieure du limbe,
grice a4 du rhodoid ramolli par ’acétone. Cette
empreinte foliaire permet le dénombrement et la
mensuration des stomates de chaque génotype par
la moyenne de huit champs de microscope (sur-
face d’un champ = 0,0962 mm?).

RESULTATS

Densité stomatique

Les histogrammes des fréquences des densités
stomatiques mesurées chez les jeunes plantes
issues des souches IF 200 et IF 420 montrent net-
tement IP’existence de distributions bimodales
(fig. 1 et 2). Les deux sous-populations mises en
évidence ont les caractéristiques mentionnées dans
le tableau I pour le nombre moyen de stomates
par champ.

Ces deux groupes correspondent sans ambiguité
a la distinction des plantes haploides et des plan-
tes ‘diploides. Elles sont facilement reconnaissa-
bles d’aprés I’évolution de leurs caractéres végéta-
tifs. Les génotypes haploides conservent des tiges
gréles et des feuilles lancéolées et correspondent
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TABLEAU I

Nombres moyens de stomates par champ de microscope de
0,0962 mm? chez les plantes issues des souches IF 200 et
IF 420

IF200 IF420
2x b4 2x X
Bornes 8a15 15341 10 a 15 17 a 29
Moyenne 11,43 23,60 11,55 21,88
Ecart-type 1,27 4,49 1,09 2,46
Effectif 63 308 33 33

aux individus possédant en moyenne quinze a
quarante et un stomates par champ sur la troi-
siéme paire de feuilles. Par contre, les génotypes
diploides manifestent un épaississement et un
allongement des entre-nocuds, qui s’accompa-
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Fig. 1. — Histogramme des fréquences des densités stomatiques mesurées
chez les jeunes plantes issues de la souche IF 420
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gnent d’un élargissement des feuilles chez les indi- Nous n’avons pas effectué de mesure sur la

vidus & faible densité stomatique (huit 4 quinze taille des stomates. Néanmoins, nous avons
stomates en moyenne par champ). L’état haploide observé qu’elle est environ le double chez les
a été vérifié sur une dizaine de plantes par plantes diploides par rapport a celle des haploides
dénombrement chromosomique. (photos A et B).
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Fig. 2. — Histogramme des fréquences des densités stomatiques mesurées

chez les jeunes plantes issues de la souche IF 200

Photo A. — Stomates de plantes diploides (2 x), Photo B. — Stomates de plantes haploides (x),
grossissement 250 X grossissement 250 X .
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Allométrie foliaire

L’histogramme des fréquences du rapport lon-
gueur/largeur de la troisiéme paire de feuilles des
jeunes plantes issues de la souche IF 200 a une
distribution normale (fig. 3). Ce critére ne permet
donc pas a ce stade une discrimination précoce
des individus haploides.

Cependant, si I'on considére les deux groupes
identifiés par leurs densités stomatiques qui cor-
respondent aux formes haploides et diploides, il
apparait clairement que la distribution du rapport
longueur/largeur résulte de la juxtaposition de

deux sous-ensembles (fig. 3). Les plantes diploi-
des possedent une troisiéme paire de feuilles plus
arrondies (L/1 = 2 a 3) que celles des plantes
haploides (/1 = 3 a 4).

Leur rapport diamétral moyen est significative-
ment différent au senil de probabilité 0,999.

Si Pon porte le rapport foliaire longueur/
largeur en ordonnée et le nombre moyen de
stomates par champ en abscisse, le diagramme
de dispersion obtenu pour les jeunes plantes pro-
venant des polyembryons de la souche IF 200 per-
met de visualiser la séparation nette existant entre
le groupe des plantes haploides et celui des plan-
tes diploides (fig. 4).
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Fig. 3. — Histogramme des fréquences du rapport longueur/largeur de la troisiéme paire de feuilles
des jeunes plantes issues de la souche IF 200
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Fig. 4. — Diagramme de dispersion pbur les jeunes plantes
provenant des polyembryons de la souche IF 200
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CONCLUSION

Le repérage des jeunes plantes haploides de
C. canephora parmi les individus obtenus par
greffage de polyembryons est aisé lorsqu’elles ont
atteint un développement végétatif suffisant pour
les reconnaitre en pépiniére d’aprés leurs caracté-
res morphologiques. Par contre, au stade jeune,
nombre de plants chétifs possédant trois ou qua-
tre paires de feuilles et qui paraissent haploides
sont en réalité des diploides a croissance réduite.

La mesure du rapport diamétral de la troisiéme
paire de feuilles montre qu’un tri basé sur la
forme des limbes n’est pas réalisable & ce stade.
En revanche, les densités stomatiques observées
au méme stade autorisent une sélection efficace

des génotypes haploides. La prise en compte
simultanée de ces deux critéres confirme 1’exis-
tence de deux groupes distincts au sein de la
population des polyembryons issus d’une méme
souche parentale.

En définitive, 1’observation des stomates est
une opération aisée qui permet, comparativement
au dénombrement chromosomique, le contrdle
rapide d’un grand nombre d’individus. L’applica-
tion précoce de cette méthode permet une multi-
plication rapide des jeunes plantes haploides en
vue de leur duplication chromosomique par la
colchicine.
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The method of isolating spontaneous haploid plants
of C. canephora developed at the ORSTOM station at
Man (Ivory Coast) has since 1980 produced a large
number of haploid genotypes. As until then they had
been sorted out from polyembryos by cytology checks,
a new sorting method applicable to the early stage and
easier to use is presented. It is based on the observation
of the « third pair of leaves » of young seedlings.

At this stage, the measurement only of the foliar
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A ce stade, la mesure de [*allométrie foliaire seule ne
permet pas une discrimination entre haploides et diploi-
des ; en revanche, I’observation des densités stomati-
ques autorise une sélection efficace des génotypes
haploides (155 4 425 stomates/mm?) par rapport aux
diploides (80 & 150 stomates/mm?). La prise en compte
simultanée de ces deux critéres confirme ’existence de
deux groupes distincts au sein de la population des
polyembryons issus d’une méme souche parentale.

Comparée au dénombrement chromosomigque, 1’ob-
servation des stomates est une opération aisée permet-
tant le contrdle rapide d’un grand nombre d’individus.
Son application précoce permet une multiplication accé-
lérée des jeunes haploides en vue de leur duplication
chromosomique par la colchicine.

COUTURON (E.). — Die Frithauslese von Haploiden
spontanen Ursprungs bei Coffea canephora Pierre.
Café Cacao Thé (Paris), vol. XXX, n° 3, juil.-sept.
1986, p. 171-176, 4 fig., 1 tabl., 2 photos, 9 réf.

Die in der Versuchsstation ORSTOM von Man
(Elfenbeinkiiste) entwickelte Methode der Isolierung
spontaner Haploide bei C. canephora gewihrleistet seit
1980 die Produktion einer Vielzahl haploider Genoty-
pen. Da ihre Auslese unter den Polyembryonen bis jetzt
zytologisch kontrolliert wurde, hat man eine neue
Methode der Auslese im Frithstadium und einfacher in
der Abwicklung vorgestellt. Die neue Methode basiert
auf der Beobachtung des « dritien Blattpaares » von
Jungpflanzen.

In diesem Stadium gelingt die Unterscheidung zwi-
schen Haploiden und Diploiden im Wege des Messens
der Blattallometrie allein nicht. Dagegen erlaubt die
Beobachtung der Stomatadichte die wirksame Selektion
haploider Genotypen (155 bis 425 Stomata/mm?) im
Vergleich zu Diploiden (80 bis 150 Stomata/mm?). Die
gleichzeitige Beriicksichtigung beider Kriterien. bestatigt
den Umstand, dass ein und dieselbe Population von
Polyembryonen aus dem gleichen .  Elternstamm zwei
getrennte Gruppen umschliesst.

Im Vergleich zur Chromosomenauszihlung ist die
Beobachtung der Stomata ein einfacher Vorgang, der
die rasche Kontrolle sehr zahlreicher Individuen ermo-
glicht. Die friih einsetzende Beobachtung erlaubt eine
beschleunigte Vermehrung der jungen Haploide mit
dem Ziel ihrer chromosomischen Doppelung durch Col-
chizin.
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allometry does not allow haploid plants to be distin-
guished from diploid plants. On the other hand, obser-
vation of stomata densities enables an efficient selection
of the haploid genotypes to be made (155 to 425 sto-
mata/mm?) as compared with the diploid genotypes (80
to 150 stomata/mm?)." The simultaneous consideration
of these two criteria has confirmed the existence of two
distinct groups within the population of polyembryos
derived from the same parental strain.

Compared with a chromosome count, the observation
of stomata is an easy procedure enabling a large num-
ber of individuals to be checked rapidly. Its early appli-
cation makes it possible to accelerate the multiplication
of young haploid plants with a view to doubling their
chromosome number by means of colchicine.

COUTURON (E.). — El escogimiento precoz de los
haploides de origen espontaneo de Coffea canephora
Pierre. Café Cacao Thé (Paris), vol. XXX, n° 3, juil.-
sept. 1986, p. 171-176, 4 fig., 1 tabl., 2 photos, 9 réf.

El método seguido para el aislamiento de haploides
espontaneos de los C. canephora, que se ha perfeccio-
nado en la estacion ORSTOM de Man (Costa de Mar-
fil) viene permitiendo, desde 1980, la producciéon de un
gran nimero de genotipos haploides. Dado que su esco-
gimiento entre los poliembriones se venia efectuando
hasta entonces por control citologico, se presenta en
este articulo un nuevo método de escogimiento aplicado
en la etapa precoz y cuya utilizaciéon es mas comoda y
facil. Este esta basado en la observacién de la « tercera
par de hojas » de las plantas j6venes.

En esta etapa, la medicion de la alometria foliar ini-
camente, no permite obtener una discriminacion entre
haploides y diploides ; en cambio, la observacion de las
densidades estomaticas permite una seleccion eficaz de
los genotipos haploides (155 a 425 estomas/mm?) con
respecto a los diploides (80 a 150 estomas/mm?). El
hecho de tener en cuenta simultaneamente ambos crite-
rios viene a confirmar la existencia de dos grupos dis-
tintos en el interior de la poblacién de los poliembrio-
nes procedentes de una misma estirpe parental.

Cuando se procede a su comparacién con el recuento
cromosOmico, la observacion de los estomas constituye
una operacion facil y comoda, que permite el control
rapido de un gran niimero de ejemplares. Su aplicacion
precoz permite una multiplicacion acelerada de los
jovenes haploides con miras a su duplicacién cromoso-
mica por la colchicina.




