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Résumé &mdash; Des embryons ont été obtenus par culture d’anthères d’un génotype issu d’une variété-population de
chou-fleur (Brassica oleracea L botrytis), type automne. Une étude cytologique, l’établissement de profils isoenzymati-
ques et l’analyse de certains caractères morphologiques ont permis de mieux définir les particularités des plantes ob-
tenues à partir de ces embryons. Soixante-quatre pour cent des plantes étudiées se sont avérées tétraploïdes alors
que 26% seulement sont diploïdes et 6% triploïdes. Aucun haploïde n’a été observé. Une bonne corrélation (r = 0,973
p < 0,01) a été notée entre le nombre de chloroplastes dans les cellules de garde des stomates et le niveau de ploïdie
déterminé par dénombrement chromosomique. Certains critères morphologiques, comme la longueur des boutons
avant l’anthèse ou la longueur des pétales à l’anthèse, se sont avérés être également de bons outils d’estimation du
niveau de ploïdie. Le polymorphisme observé pour les 2 systèmes iso-enzymatiques, ACO et PGM, chez la plante
mère a permis de mettre en évidence la ségrégation des allèles dans la descendance obtenue par culture d’anthères
ce qui atteste de l’origine gamétophytique du matériel et de l’homozygotie des lignées issues de ces travaux. Aucun
phénomène d’embryogenèse somatique n’a été observé.

Brassica oleracea var botrytis = chou-fleur / culture d’anthère / homozygotie / niveau de ploïdie / isoenzyme

Summary &mdash; Study of morphological and electrophoretic traits of anther culture derived cauliflower plants
(Brassica oleracea var botrytis). Anther culture derived embryos were obtained from an autumn type cauliflower
(Brassica oleracea L botrytis). Cytological, morphological (table I) and electrophoretic analyses of the regenerated
plants were undertaken. A high frequency of tetraploids (64%) was observed. Only 26% of the plants were diploid,
and 6% triploid. No haploids were obtained. A good correlation (r = 0.973 p < 0.01) (table III) was noted between the
number of chloroplasts in the stomatic guard cells and the ploidy level determined by chromosome counting (fig 2). A
few morphological characteristics (length of the buds just before anthesis, petal length) may also be taken into ac-
count to estimate the ploidy level (table IV). The mother plant was analysed by starch gel electrophoresis and was
found to be homozygous for most of the studied enzyme loci except for ACO and PGM for which polymorphism was
observed (fig 1). This polymorphism allowed the verification of the gametophytic origin of the plants obtained by an-
ther culture in which no more polymorphism was detected and segregation of the alleles could be studied (table II). No
somatic embryos were observed.

Brassica oleracea var botrytis = cauliflower / anther culture / homozygous material / ploidy level / isozyme



INTRODUCTION

Le chou-fleur est une plante de grande valeur
économique, particulièrement pour la région bre-
tonne qui assure environ 75% de la production
française. Ce cultigroupe, appartenant à l’espèce
Brassica oleracea L, fait l’objet de travaux de sé-
lection visant l’obtention de génotypes hybrides
de qualité, homogènes et reproductibles par se-
mences (Hervé, 1979; 1984). Cette dernière
condition suppose l’homozygotie des lignées pa-
rentales.

Diverses techniques d’haploïdisation in vitro

se sont avérées efficaces chez Brassica olera-
cea au sein des différents cultigroupes. Les

plantes haploïdes obtenues conduisent, après
doublement du stock chromosomique, à des li-

gnées homozygotes qui peuvent être utilisées,
notamment en sélection. Cependant, les études
cytologiques du matériel obtenu par androge-
nèse montrent que les plantes ne sont pas
toutes haploïdes mais peuvent être également
diploïdes, triploïdes, tétraploïdes (Keller et Arms-
trong, 1983; Ockendon, 1984; Lelu et Bollon,
1985; Doré, 1986), ou aneuploïdes (Chiang et al,
1985). Des plantes chimériques, ayant un niveau
de ploïdie variable suivant les tissus considérés,
ont également été obtenues (Ockendon, 1986,
1988). Des anomalies de comportement méioti-
que ont été observées chez des lignées di-

ploïdes issues d’haplométhodes chez le chou

pommé par Chiang et al (1989).
Les travaux précités ne permettent, en géné-

ral, pas de conclure quant à l’homozygotie du
matériel obtenu par culture d’anthères, l’observa-
tion au champ du matériel autofécondé nécessi-
tant au minimum une année supplémentaire
d’expérimentation. Toutefois, la nature gaméto-
phytique des plants issus d’androgenèse a pu
être mise en évidence chez le brocoli grâce à
une étude électrophorétique (Orton et Browers,
1985) et Doré et Boulidard (1988) ont souligné
l’absence de variabilité phénotypique au champ
dans les descendances en autofécondation de
choux pommés issus de culture d’anthères.

Depuis le début des travaux de mise au point
de la technique de culture d’anthères chez le
chou-fleur à la station de génétique et d’amélio-
ration des plantes du centre INRA de Rennes-Le
Rheu, un certain nombre de plantes ont été ré-
générées. Les objectifs de la présente étude
étaient :

- la vérification de l’origine gamétophytique de
ces plantes issues d’androgenèse par analyse
électrophorétique;

- l’évaluation du niveau de ploïdie du matériel,
ceci par dénombrement chromosomique (obser-
vation de mitoses et de méioses), d’une part, et
par comptage de chloroplastes dans les cellules
de garde des stomates, d’autre part;
- l’analyse de certains caractères morphologi-
ques de ces plantes après acclimatation et au
cours de leur développement en serre.

MATÉRIEL ET MÉTHODES

Matériel végétal

Le génotype utilisé pour les cultures d’anthères est
une plante de chou-fleur d’automne sélectionnée dans
une variété-population. Les mises en culture ont été
réalisées suivant le protocole établi par Keller et Arms-
trong (1983) modifié par Yang (1989). Six cents em-
bryons ont été obtenus pour 700 anthères mises en
culture. Cent vingt plantes ont pu être régénérées à
partir de ces embryons et acclimatées. Ce sont elles
qui font l’objet de la présente étude après avoir été
préalablement multipliées par voie végétative. Ainsi,
3 boutures par génotype ont été repiquées en conte-
neurs et installées en serre.

Dans ces conditions de culture, quelques géno-
types ont rapidement présenté un développement
anormal conduisant à une atrophie complète de l’apex
végétatif. Les autres plantes ont eu un développement
végétatif satisfaisant qui a permis l’induction d’une

pomme et la floraison.

Analyse électrophorétique d’iso-enzymes

La technique utilisée permet d’étudier les formes mul-
tiples d’enzymes ayant la même fonction catalytique,
appelées iso-enzymes, et la ségrégation de leurs al-
lèles. Neuf systèmes iso-enzymatiques ont été préala-
blement étudiés chez la plante mère : phosphogluco-
isomérase, triose phosphate isomérase, glutamate
oxaloacétate transaminase, 6-phosphogluconate dés-
hydrogénase, aconitase, leucine aminopeptidase,
phosphoglucomutase, malate déshydrogénase et iso-
citrate déshydrogénase, dont le déterminisme généti-
que a été établi chez les Brassica par Arus et Orton

(1983), Arus et Shields (1983), Quiros (1987), Quiros
et al (1987, 1988), Arus (1989). L’ensemble de la des-
cendance issue de culture d’anthères a été analysé
pour les 2 systèmes : aconitase (ACO) et phosphoglu-
comutase (PGM).

Le protocole expérimental est celui décrit par Arus
et Orton (1983), Quiros et MacHale (1985), Chèvre et
al (1991). Les extraits sont obtenus à partir de jeunes
feuilles en croissance prélevées sur les plantes en
pots et broyées dans le tampon d’extraction (Shields
et al, 1983). Des papiers Whatman imbibés d’extrait
sont ensuite déposés sur un gel d’amidon à 10,5% et



l’ensemble est mis sous tension pendant 4-6 h. Une
fois la migration terminée, le gel est découpé en
tranches qui sont mises à incuber dans une solution
de révélation (Vallejos, 1983) à l’obscurité pendant en-
viron 1 heure.

Observation des mitoses sur racines

L’extrémité des racines en croissance prélevées sur
des boutures réalisées à partir de feuilles est plongée
pendant 4 h à température ambiante dans une solution
de 8-hydroxyquinoléine à 0,29 g/l. La fixation a lieu du-
rant 8 h dans de l’alcool acétique (3:1) à une tempéra-
ture de 5 °C. Les tissus sont ensuite hydrolysés dans
de l’acide chlorhydrique normal pendant 15 min à
60°C, puis colorés avec le réactif de Schiff pendant 30
min à température ambiante. Le montage est réalisé
dans une goutte de carmin acétique.

Observation des méioses

Les boutons contenant des anthères avec des cellules
mères de grains de pollen au stade métaphase I sont
prélevés à l’extrémité de l’inflorescence. Ils sont fixés
dans le mélange de Carnoy (alcool-chloroforme-acide
acétique 6:3:1) pendant 24 h à température ambiante
avec renouvellement du fixateur 3-4 h après le prélè-

vement, puis stockés dans de l’alcool à 50% à 4°C.
Les anthères sont dilacérées et montées entre lame
et lamelle dans une goutte de carmin acétique
additionné de perchlorure de fer à la limite du préci-
pité.

Dénombrement des chloroplastes

Le dénombrement des chloroplastes est réalisé par
observation des cellules de garde des stomates sur
un fragment d’épiderme de la face inférieure de la

jeune feuille. Celui-ci est monté entre lame et lamelle
dans une goutte de solution aqueuse contenant 1%
de nitrate d’argent. Une trentaine de cellules stomati-
ques sont observées pour une plante donnée, à plu-
sieurs emplacements sur chaque feuille, et sur des
feuilles à différents niveaux sur la même plante.

Evaluation de certains caractères
morphologiques et traitement statistique
des données

Différents caractères ont fait l’objet de mesures au
cours du développement des plants en serre. La liste
de ces caractères ainsi que celle des paramètres ana-
lysés sont données dans le tableau I. Cinq à dix me-
sures ont été effectuées par plant pour chacun des



caractères étudiés soit, au total, 15-30 observations
par génotype.

Les dimensions des feuilles ont été mesurées lors-

que celles-ci ont atteint leur taille maximale pour les
conditions de culture décrites. Les surfaces réelles et
surfaces apparentes (ombres projetées) ont été éva-
luées à l’aide d’un planimètre. Ces 2 mesures permet-
tent d’évaluer un coefficient de plissement de la
feuille.

Les stades de développement de la pomme et de
l’inflorescence ont été estimés à la date t à l’aide
d’une grille de notation détaillée dans le tableau I.

Le traitement des données a été réalisé à l’aide du

logiciel Statitcf sur microordinateur en faisant une ana-
lyse de variance sur les données morphologiques et
cytogénétiques en tenant compte de 2 facteurs, ni-
veau de ploïdie et génotype.

RÉSULTATS

Analyse iso-enzymatique

Conformément à la nomenclature (Arus et al,
1991), les zones d’activité sont notées en lettres
majuscules et le (ou les) gène(s) correspondant
à ces zones d’activité sont notés en lettres mi-
nuscules.

Parmi les 9 systèmes iso-enzymatiques, 2

systèmes uniquement présentaient un certain

polymorphisme chez la plante mère, codée

V23.2 (fig 1 ).

Aconitase (ACO)

Les zones d’activité ACO-1 et ACO-4 se révèlent

monomorphes chez V23.2 et chez les individus
issus de culture d’anthères. Ces derniers sont

donc, pour les gènes correspondants, homozy-
gotes et identiques à la plante mère.

V23.2 est, par contre, hétérozygote pour Aco-
2 et possède les 2 allèles a et b existant chez les
choux (fig 1). Les profils observés dans la des-
cendance androgénétique pour ce gène poly-
morphe révèlent qu’il y a bien ségrégation alléli-
que avec des fréquences voisines de 1/2 pour
l’allèle a comme pour l’allèle b (fig 1 et tableau

II).
V23.2 présente 2 bandes pour Aco-3; les

plantes issues d’androgenèse présentent égale-
ment ce même profil iso-enzymatique. Cette ob-
servation sera discutée ultérieurement.

Phosphoglucomutase (PGM)

V23.2 est fixée pour Pgm-1 et Pgm-3 mais hété-
rozygote pour Pgm-2 pour lequel ce génotype
présente 2 bandes correspondant à 2 allèles dif-
férents. Ces allèles n’ayant pas pu être identifiés,
nous appellerons l’allèle le plus anodique x, et

l’allèle le plus cathodique y, conformément à leur
distance de migration sur le gel.



L’étude de la descendance androgénétique
montre qu’il y a bien ségrégation des 2 formes al-
léliques mais le calcul du &chi;2 ne nous permet pas
d’accepter l’hypothèse d’une répartition 1/2-1/2,
au seuil de 5% (tableau II).

Pour savoir si nous disposons de 2 marqueurs
indépendants, nous avons également étudié la

ségrégation des couples alléliques pour les 2

gènes Aco-2 et Pgm-2. Le calcul du &chi;2 (tableau
II) nous permet de préciser que les allèles se ré-
partissent dans la descendance de façon indé-
pendante. Ceci implique qu’il n’y a pas de liaison
entre les 2 gènes Aco-2 et Pgm-2; nous avons
donc bien 2 marqueurs indépendants.

Analyse cytogénétique

Le dénombrement des chloroplastes dans les
cellules de garde des stomates permet de définir
2 groupes parmi les plants issus d’androgenèse :
l’un dont le nombre de chloroplastes varie de 10 
à 13 et l’autre entre 14 et 23 (fig 2). L’analyse cy-
togénétique a permis de mettre en évide

les plantes du premier groupe était diploïdes et
celles du second groupe triploïdes ou tétra-

ploïdes. Le coefficient de corrélation, calculé à
partir de nos données expérimentales, entre le
niveau de ploïdie et le nombre de chloroplastes
dans les cellules de garde des stomates est de
0,973 (p < 0,01) (tableau III).

Le dénombrement des chloroplastes sur des
feuilles prélevées à différents étages foliaires et
le dénombrement des chromosomes en mitose
et en méïose font apparaître dans la population
observée 26% de plantes diploïdes, 64% de té-
traploïdes, 6% de triploïdes et 4% de plantes
chimériques. Il est à noter qu’aucun haploïde n’a
été obtenu. Parmi les chimères, 2 génotypes se
sont révélés être chimériques pour les 3 boutu-
res observées et présentent toutes des feuilles
tétraploïdes et des fleurs diploïdes. Pour 3 autres
génotypes, les différentes boutures issues d’une
même plante ne présentent pas le même niveau
de ploïdie.

L’analyse des méioses chez les tétraploïdes
n’a permis de mettre en évidence que des biva-
lents. Aucun tétravalent n’a été observé.



Analyse de la variabilité morphologique

Le tableau III nous montre les coefficients de
corrélation entre les différents paramètres analy-
sés et le niveau de ploïdie. La longueur des bou-
tons (Lbout) et des pétales (Lpét), la taille du pé-
tiole par rapport à la taille de la feuille (LPé/L), la
forme de l’extrémité de la feuille, traduite par le
rapport I2/L, et son degré de plissement (St/Sa),
étant donné leur bonne corrélation avec le ni-

veau de ploïdie pourront être utilisés comme des
estimateurs de ce critère. La valeur moyenne
calculée et l’écart type pour ces différentes va-

riables dans l’un et l’autre groupe de plantes sont
indiqués dans le tableau IV.

Nous avons également observé, pour certains
des caractères phénotypiques étudiés, une im-
portante variabilité génétique au sein des

groupes de plantes ayant un même niveau de
ploïdie. C’est le cas pour la forme de la feuille,
traduite par le rapport L/I, le stade de développe-
ment de l’inflorescence au temps t, ainsi que
pour des caractères n’ayant pas fait l’objet de
mesures précises mais simplement d’observa-
tions : port de la plante, blancheur et forme de la
pomme.



DISCUSSION - CONCLUSION

La plante mère s’est révélée hétérozygote pour
les gènes Aco-2 et Pgm-2 qui, de plus, ne pré-
sentent pas de liaison. Nous disposons donc là
de 2 marqueurs indépendants dont le suivi dans
la descendance androgénétique nous permet de
conclure quant à l’origine des plantes obtenues.
En effet, nous observons une ségrégation des al-
lèles pour l’un et l’autre des marqueurs. Cette sé-

grégation, ainsi que l’absence de plantes hétéro-
zygotes, confirment que les plants observés, quel
que soit leur niveau de ploïdie, ont bien été régé-
nérés à partir de microspores et non pas à partir
de tissus somatiques de l’anthère. Ce résultat est
conforme aux observations histologiques réali-
sées sur les tissus de l’anthère prélevés à diffé-
rents stades en cours de culture in vitro qui n’ont
jamais permis de mettre en évidence des proces-
sus d’embryogenèse somatique.

Nous constatons par ailleurs que, si la ségré-
gation des allèles dans la descendance est men-
délienne pour le gène Aco-2, ce n’est pas le cas
pour Pgm-2, pour lequel l’allèle le plus cathodi-
que est plus fréquent (61%) que l’allèle le plus
anodique (39%). Ce phénomène a déjà été ren-
contré chez des plantes régénérées à partir de

culture d’anthères de brocoli (Orton et Browers,
1985). Il pourrait s’expliquer par l’existence
d’une information génétique spécifique portée
par certains génotypes leur permettant un

meilleur développement au cours des différentes
phases de la régénération in vitro. Cette infor-
mation serait ici sur un ou des loci proches de
Pgm-2. Ce phénomène demande à être confir-
mé car il aurait, bien sûr, l’inconvénient d’intro-
duire un biais dans le schéma de création de li-

gnées, des fréquences s’ajustant à la distribution
théorique 1-2-1 étant par contre observées dans
les génotypes issus de l’autofécondation de la

plante mère V23.2 (Boucault, non publié).
Le déterminisme génétique du système

ACO-3 ou ACO-4 (les zones d’activité pour ces
2 systèmes ne sont pas toujours aisées à distin-
guer tant elles sont proches) ne semble pas être
définitivement établi. En effet l’hypothèse de la
présence de 2 gènes (soit pour ACO-3, soit pour
ACO-4) doit être émise pour expliquer les résul-
tats obtenus dans notre étude et contrairement à
ce qu’indiquent les données bibliographiques ac-
tuellement disponibles (Arus, 1989) qui ne met-
tent en évidence la présence que d’un seul

gène.



L’étude cytogénétique a révélé un pourcen-
tage de tétraploïdes très élevé (64%) dans la
descendance par rapport à celui des diploïdes
(26%). Ockendon, quant à lui, a obtenu en 1988
après culture d’anthères de choux-fleurs, 40,6%
de diploïdes, 53,4% de tétraploïdes, 1% d’ha-
ploïdes, 4,7% de triploïdes et 0,3% d’octo-

ploïdes. Chez le chou de Bruxelles et le chou

pommé, l’obtention de plantes polyploïdes est
moins fréquente (Chiang et al, 1985; Doré,
1986).

Il faut souligner ici que le fait de n’avoir obser-
vé en méiose, pour les choux-fleurs tétraploïdes,
que des bivalents laisse supposer qu’il existe
dans le cultigroupe un mécanisme de régulation
de l’appariement des chromosomes homolo-

gues. Ainsi, durant la méiose, les choux-fleurs

tétraploïdes se comportent comme des plantes
diploïdes. Différents facteurs affectent cepen-
dant ultérieurement la fertilité de ces plantes po-
lyploïdes en terme de rendement grainier en au-
tofécondation (Chauvin, non publié).

La tendance des plantes issues de culture
d’anthères à réaliser un doublement chromoso-

mique spontané est un phénomène fréquent (as-
perge, aubergine, colza). Des processus d’endo-
mitoses survenant plus ou moins précocement
lors du développement de la microspore ou du
jeune embryon, semblent pouvoir expliquer ces
phénomènes (Raquin et al, 1982; Sangwan et
Sangwan-Norreel, 1987). Le fort pourcentage de
tétraploïdes obtenus pourrait remettre en cause
l’utilisation de la technique de culture d’anthères
à des fins de création variétale chez le chou-
fleur. Toutefois la comparaison de nos résultats
avec ceux obtenus par Ockendon (1988), d’une
part, et des résultats plus récents obtenus au la-
boratoire (non publiés) laissent penser qu’un fort
effet du génotype de départ doit être pris en
compte. En outre, l’influence du milieu de culture
des anthères et du milieu de repiquage des em-
bryons sur le niveau de ploïdie peut être mis en
cause (Hassawi et al, 1990) et est en cours

d’étude. L’existence de boutures issues d’un
même génotype mais présentant différents ni-
veaux de ploïdie peut également être expliquée
par des processus d’endomitoses au sein des
tissus d’un embryon en cours de croissance qui
auraient pour effet d’aboutir à la formation d’em-

bryons chimériques. Ainsi, lors de la multiplica-
tion in vitro, suivant l’endroit où apparaît le bour-
geon néoformé, des plantes diploïdes ou

polyploïdes ont pu être régénérées. Ces phéno-
mènes sont particulièrement fréquents in vitro

lorsque l’on passe par un stade de dédifférencia-
tion cellulaire (Koorneef et al, 1988; Franklin et
al, 1989). Les embryons sont également suscep-
tibles de générer des plants chimériques avec
des feuilles tétraploïdes et des fleurs diploïdes
que nous avons pu mettre en évidence au cours
de cette étude. De telles plantes ont également
été observées par Ockendon chez le chou de
Bruxelles (1986) et le chou-fleur (1988).

Le nombre de chloroplastes dans les cellules
de garde des stomates étant bien corrélé avec le
nombre de chromosomes de la plante, le dénom-
brement de ces organites s’avère un outil d’éva-
luation précoce du niveau de ploïdie. Cette tech-
nique avait déjà été utilisée avec succès chez la
betterave (Essad et Touvin, 1959), le chou four-
rager (Chèvre et al, 1989), la pomme de terre

(Schreiter et al, 1989) mais la vérification restait
à faire en ce qui concerne le chou-fleur. Cette

technique permettra de trier rapidement les plan-
tules suivant leur niveau de ploïdie. Toutefois,
une vérification du matériel au champ devra être
encore effectuée compte tenu des possibilités
d’apparition de chimères. La bonne corrélation
de critères morphologiques tels la longueur des
pétales à l’anthèse, des boutons avant l’anthèse,
avec le niveau de ploïdie pourra alors permettre
une discrimination des diploïdes et polyploïdes.

Si la variabilité observée dans la descendance
androgénétique est, dans une large mesure et
pour la plupart des caractères étudiés, imputable
à des différences de niveau de ploïdie entre les
plantes, on détecte encore, au sein des diffé-
rents groupes de ploïdie, une variabilité généti-
que significative pour des caractères comme la
forme des feuilles, la précocité de pommaison et
de floraison, le port des plantes, les qualités de
la pomme. Ceci traduit une hétérozygotie assez
importante du matériel de départ, que ne permet-
tait pas de prévoir l’analyse des profils isoenzy-
matiques de ce génotype.

Cette étude a permis de répondre aux pre-
mières questions que peuvent se poser les sé-
lectionneurs devant le matériel génétique issu
d’une haplométhode. L’origine gamétophytique
des plants, la variabilité observée pour l’en-
semble des caractères étudiés confirment l’inté-
rêt de ce matériel dans un but de création varié-
tale. L’étude des produits issus de
l’autofécondation de ces plants initiaux permettra
d’apprécier les potentialités de cette technique
sur des effectifs plus importants et dans des

conditions normales de culture.
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