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Résumé

Une plante BC, issues de I'hybride trispécifique HRS
[(G. hirsutum x G. raimondii} 2 x G. sturtianum] intro-
gressée pour le caracteére “inhibition de la synthése du
gossypol dans la graine” a été autofécondée et rétro-
croisée par la variété Stamf de G. hirsutum.

L’analyse cytogénétique du matériel BC3 et BC-A ob-
tenue montre une nette amélioration du taux de syn-
dese des chromosomes et de la fertilité pollinique chez
la majorité des individus analysés par rapport a leurs
parents. Environ 1/3 des génotypes BC3 produits preé-
sentent une diminution significative du nombre de
glandes a gossypol dans la graine. Ces génotypes
constituent un matériel prometteur pour le développe-
ment de variétés commerciales de cotonniers a trés
faible teneur en gossypol dans la graine et a teneur nor-
male en terpénoides dans les parties aériennes.

Summary

Analysis of the Microsporogenis of BC.A and BC3.
Plants Issued from the G. hirsutum L. x G. raimon-
dii Ulb. x G. sturtianum Will.

In order to introgress the low-gossypol-seed and high-
gossypol-plant trait in the main cultivated cotton spe-
cies, a BC, plant issued from the HRS trispecific hy-
brid [(G. hirsutum x G. raimondii) 2 x G. sturtianum] was
backcrossed to G. hirsutum and self pollinated.
Cytogenetics analysis of BC3 end BC,S plants showed
a significative improvement of chromosome pairing and
pollen fertility compared to their parents. About one
third of the BC3 hybrids presented an important re-
duction in their seed gossypol glands. These genotypes
constitute very promising genetic stocks for the deve-
lopment of commercial cotton varieties with low gos-
sypol content in the seeds and normal gossypol content
in the rest of the aerial parts.

Introduction

Cultivé principalement pour les propriétés textiles de
ses fibres, le cotonnier est une plante dont les poten-
tialités alimentaires sont également importantes. Ses
graines renferment de hautes teneurs en huile comes-
tible (35-38%) en en protéines (35-38%) dont la quali-
té est équivalente a celle du soja (4). La valorisation
des potentialités alimentaires du cotonnier est mal-
heureusement limitée par la présence de gossypol
dans I'amande de la graine. Le gossypol est un terpé-
noide fortement toxique pour tous les animaux mono-
gastriques, y compris I'homme. |l constitue un moyen
de défense naturel de la plante contre les insectes (1,3).
Contrairement a ce qui se passe chez tous les autres
cotonniers, les graines de certaines espéces diploides
sauvages australiennes appartenant aux sections
Sturtia et Grandicalyx sont totalement démunies de
glandes a gossypol alors que leurs organes aériens
présentent de fortes teneurs en terpénoides. Chez ces
plantes, la synthése du gossypol est retardée jusqu’a
I’étalement des cotylédons (2).

Dans le but d’introgresser chez la principale espéce
de cotonnier (G. hirsutum ..} les génes contrélant I'in-
hibition de la synthése de gossypol dans la graine, un
hybride trispécifique a été créé en utilisant le coton-
nier sauvage australien G. sturtianum Willis comme es-

péce donneuse du caractére et le cotonnier diploide
sauvage américain G. raimondii Ulbrich comme espe-
ce pont (6,7). Cet hybride a été rétrocroisé pendant
deux générations successives par I'espéce G. hirsu-
tum pour donner des individus BC,. Une plante issue
de la 2e génération de rétrocroisement et introgressée
pour le caractére recherché a été autofécondée et ré-
trocroisée par la variété Stam f de G. hirsutum pour
donner des individus BC,A et BC3. Nous présentons ici
le résultat des analyses cytogénétiques que nous
avons réalisées sur ces matériels afin d’évaluer leur in-
térét pour le développement de variétés commerciales
de cotonnier présentant une trés faible teneur de gos-
sypol dans la graine et des teneurs normales en ter-
pénoides dans les parties aériennes.

Matériel et méthodes

Une plante issue de la deuxiéme génération de rétro-
croisement par G. hirsutum de I'hybride trispécifique
[(G. hirsutum x G. raimondii) 2 x G. sturtianum] a été
autofécondée et rétrocroisée a nouveau par la variété
Stam f de G. hirsutum pour produire les individus ana-
lysés dans la présente étude. Le schéma de croise-
ments ayant abouti a la production de 'hybride BC,
utilisés dans nos travaux est présenté par Mergeai et
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Tableau 1
Microsporogenése et fertilité pollinique chez I’hybride HRS et sa descendance BC4, BC;, BC,A et BC3

Configurations chromosomiques & la Métaphase | %
Genotypes | Il I v \ Nombre  Tétrades Tétrades pollen
de normales anormales fertile
chromosomes
HRS 14,4 17,03 0,93 0,1 0,07 52 124 876 8,9
BCS1 6,45 22,56 0,3 0,1 53 808 192 9,5
BC,/1 3,83 23,61 0,31 52 820 180 60,5
BCo/1 x stam f/1 3,81 23,55 0,3 52 807 193 67,5
BC,/1 x stam /4 3,01 25,3 0,14 54 980 20 54
BC,/1 x stam 1/5 3,33 23,9 1 54 1000 0 95
BCy/1 x stam /8 1,1 25,43 0,1 52 850 150 47,5
BC,/1 x stam /12 2 24,6 0,23 0,51 54 252 748 79,6
BC,/1 auto/6 4,5 22,66 0,7 52 854 146 45,3
BC./1 auto/8 4,83 22,73 0,6 52 910 90 78,9
BC,/1 auto/13 1,71 2472 0,21 0,07 52 823 177 96,2
BC,/1 auto/14 15,8 15,8 1,6 52 1000 0 88,4

al (7). Pour éviter la chute précoce des capsules, aussi
bien en cas de rétrocroisement que d’autofécondation,
la solution d’hormones de croissance préconisée par
Altman et al. (1) a été appliquée sur I'ovaire au moyen
d’un tampon d’ouate immédiatement apres la polloni-
sation du style. Cette solution se compose de 50 mg.I
1 d’acide gibbérellique et 100 mg.I"! d’acide naph-
toxyacétique.

Afin d’estimer le niveau d’introgression du caractere
recherché, la densité de glandes a gossypol des em-
bryons produits par rétrocroisement ou autoféconda-
tion du génotype BC, a été évaluée sous microscope
(Wild M3) en utilisant une échelle visuelle variant entre
zéro, pour les embryons totalement dépourvus de
glandes a gossypol, et dix, pour les embryons pré-
sentant la méme densité de glandes que I'embryon de
G. hirsutum.

Les observations cytogénétiques suivantes ont été réa-
lisées sur le matériel analysé en observant au moins
30 microspores par génotype: comptage du nombre
chromosomique, analyse de "appariement des chro-
mosomes a la métaphase | et détermination de la fer-
tilité pollinique. Directement aprés leur prélevement de
la plante, les jeunes boutons floraux ont été fixés pen-
dant 48 heures dans la solution de CARNOY compo-
sée de six volumes d’alcool éthylique a 94°, de trois
volumes de chloroforme et d’un volume d’acide acé-
tique glacial. Aprés fixation, les boutons sont rincés
trois fois a I’alcool éthylique (70°) et conservés dans
I’alcool éthylique (70°C) a 4°C jusqu’a utilisation.
L'observation des chromosomes se fait au microsco-
pe aprés coloration a I'acéto carmin 2% (2 g de carmin,
45% d’acide acétique et 55% d’eau). La fertilité polli-
nigue est évaluée sur 1000 grains de pollen 30 minutes
apreés coloration.

Résultats et discussion

Environ un tiers des graines BC,A et BC; obtenues
présentaient une forte réduction de leur densité de
glandes a gossypol alors que toutes les plantes issues
de ces graines ont montré une densité de glandes a
gossypol normale ou supérieure a la normale au ni-
veau de leurs organes aériens.

Le tableau 1 compare les configurations méiotiques
des plantes BC,A et BC3 que nous avons analysées a
celles obtenues pour leurs parents (hybride trispéci-
fique HRS, BC; et BC,) par Vroh et al. (7,8).

Trois des cing BC3 analysés, a I'instar de I’hybride tris-
pécifique sont euploides avec 52 chromosomes; les
deux autres BC; présentent deux chromosomes sur-
numeéraires (2n = 4x = 54). Par rapport a I’hybride tri-
spécifique, on observe sur la plaque métaphasique des
BC;, d’une part, une diminution significative des uni-
valents, des trivalents, une absence de multivalents
complexes (quadrivalents et hexavalents) et d’autre
part, une augmentation des bivalents. Les bivalents
sont généralement fermés avec une faible proportion
de bivalents ouverts. On observe en moyenne 4,4 uni-
valents chez les BC; contre 14,4 chez HRS. La réduc-
tion du nombre d’univalents chez les BC; est proba-
blement due a une augmentation du nombre de
chromosomes homologues et du degré d’homologie
des chromosomes en présence. La réduction des uni-
valents chez les BCj; signifie que le nombre des chro-
mosomes impliqués dans les appariements (structures
bivalentes et multivalentes) est en augmentation. De
47 a 52 chromosomes des BCj3; sont impliqués dans
la constitution de bivalents contre 12 a 21 chez HRS.
Chez les BC3 contrairement a HRS, il y a une quasi ab-
sence de quadrivalents et d’hexavalents. Entre O et 1,6
des chromosomes des BC; contre un a six chromo-
somes chez HRS sont impliqués dans les structures
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multivalents complexes. Il s’agit la d’un indice favo-
rable pour I'introgression du caractére “graine sans
glande, plante avec glandes” car I'augmentation du
nombre de multivalents est synonyme d’échanges de
matériel génétique et s’accompagne généralement de
la restauration de fertilité pollinique (5).

L’analyse des cellules meres de grain de pollen de HRS
montre la présence de triades (1,2%), de tétrades anor-
males (12,4%) et de tétrades normales (86,4%). Par
contre chez les BC5; on observe uniquement des té-
trades anormales (0-19,3%) et de tétrades normales
(80,7-100%). Les tétrades anormales sont caractéri-
sées par la présence de une a trois cellules de taille
réduite additionnelles aux quatre grosses cellules for-
mant la tétrade. La présence de tétrades anormales
est la manifestation des anomalies qui interviennent
lors de la méiose suite a la formation d’univalents qui
se positionnent en dehors du fuseau de division et de
cellules qui sont incapables de se diviser. L'importance
de leur taille dépendrait du nombre de chromosomes
ou de fragments de chromosomes incorporés dans la
cellule (7).

La fertilité pollinique des BCj; est trés variable. Elle est
comprise entre 45,3 et 96,2%, contre seulement 9,0%
chez I'hybride trispécifique. Cette amélioration de la
fertilité pollinique est en rapport avec I'évolution de la
configuration méiotique a la métaphase 1 des BCj. En
effet, la réduction du nombre d’univalents et de struc-
tures multivalentes complexes des BC; favorise la for-
mation de bivalents et améliore la fertilité pollinique.

L’amélioration de la fertilité s’est traduite par une aug-
mentation du nombre de graines par capsule. Les cap-
sules de HRS contiennent essentiellement des motes
et, dans de rares cas une a deux graines. Par contre les
capsules autofécondées des BC, contiennent entre
trois et neuf graines. Le nombre de graines par cap-
sule des BCs, bien que supérieur a celui de 'hybride
trispécifique, demeure faible par rapport a celui de la
variété Stam F qui contient en moyenne 24 graines par
capsule. Cet écart est révélateur de I'importance du
nombre de rétrocroisements encore a réaliser pour ob-
tenir des variétés commerciales.

Conclusion

L'obtention des variétés commerciales dans le cadre
d’un programme d’amélioration par hybridation inter-
spécifique nécessite généralement plusieurs généra-
tions de rétrocroisements. Les analyses cytogénétiques
gue nous avons réalisées montrent une évolution des
BC; issus de I'hybride HRS vers des formes généti-
guement équilibrées. Les génotypes BC; que nous
avons obtenus qui présentent une diminution impor-
tante de la densité de glandes a gossypol dans la grai-
ne constituent un matériel prometteur pour le déve-
loppement de variétés commerciales de cotonnier a
trés faible teneur en gossypol dans la graine et a teneur
normale en terpénoides dans les parties aériennes. Un
schéma de sélection adéquat devra leur étre appliqué
pour éviter la perte du caractére sauvage recherché.
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