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CHAPITRE I
Etude des espèces capables de se croiser avec le 
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Complément d’inventaire des spécimens d’herbier

Un complément d’information sur les sites de collecte des spécimens d’herbier mentionnés 
dans le rapport de 2003-2004 est présenté en annexe 1. Il s’agit des références concernant 
Gossypium barbadense, G. herbaceum et Abelmoschus esculentus.
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Comparaison morphologique du pollen de G. hirsutum, G. 
herbaceum et deux Hibiscus

L’intérêt d’une telle étude réside dans la détermination de critères d’identification du pollen 
pour l’étude des flux de gènes. L’identification du pollen est importante lorsque l’on veut 
connaître ses distances de dispersion par les insectes. Deux moyens se présentent au 
chercheur. Les pollens « étrangers » peuvent être identifiés sur l’espèce ou la plante réceptrice 
ou bien peuvent être détectés sur des insectes après capture à une distance donnée d’une 
source d’émission. L’identification et la différenciation des grains de pollen au niveau de 
l’espèce au moyen du microscope photonique n’a pas pu être réalisée tant les critères à 
prendre en considération présentent des similitudes (G.R D’albore 1998). La mise en évidence 
de différences morphologiques n’a pu se faire qu’au moyen de la microscopie électronique à 
balayage.

Rappel d’histologie

Le gamétophyte mâle d’angiosperme a une structure relativement complexe. Les parois sont 
faites de deux couches principales : l’exine (côté interne) et l’intine (côte interne). L’exine qui 
fait l’objet de l’étude morphologique est composée de sporopollenine et de faibles quantités 
de polysaccharides. Cette couche est très stable chimiquement et résiste à une variété de 
conditions adverses. C’est sur cette couche que les pores (circulaires ou allongés) sont 
visibles. L’exine est composée de 2 sous-couches : la sexine et l’intine. La sexine est le 
support du relief du grain de pollen alors que l’intine apparaît comme une paroi lisse.
La sexine est encore divisée en deux parties : le tectum et les baculi. La coupe transversale de 
la paroi du grain de pollen (voir annexe) peut se comparer à un toit comportant différents 
dessins ou reliefs (tectum) supporté par de petites colonnes (baculi) reposant sur un plancher 
lisse (nexine).

Matériel et méthode

source de pollen

Quatre espèces ont été étudiées. Dans le Genre Gossypium, G. hirsutum (cultivar Opal RR) et 
G. herbaceum (cultivar) ont été comparés. L’étude a été complétée par l’observation de deux 
Hibiscus fréquents en Afrique du Sud : un sauvage présent dans les zones de culture, H. 
trionum et un cultivé, Abelmoscus esculentus pour lesquels nous n’avions pas de données 
extrêmement détaillées (exception faite de Vaissière et Vinson, 1994).

Acétolyse

L’acétolyse détruit le matériel pollinique à l’exception de la sporopollenine, constituant 
majeur de l’exine responsable de l’aspect du grain. Le protocole de préparation des grains 
pour l’observation au microscope électronique est donné de façon détaillée dans l’annexe 2. 
Plus brièvement, la méthode consiste à débarrasser la couche extérieure du grain des tissus 
non indispensables à l’observation en immergeant les grains dans de l’acide acétique glacial et 
en les centrifugeant ensuite. Ces opérations sont répétées plusieurs fois jusqu’à obtention d’un 
objet propre.
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Observations

Les observations ont porté sur cinq caractères morphologiques :
-Taille du grain de pollen,
-Nombre et position des pores,
- Longueur et nombre des aiguilles,
- Elévation de la base de l’aiguille,
- Le rapport de l’épaisseur tectum/baculi/nexine

Résultats

1 ) Comparaison entre genre

La taille du pollen chez Hibiscus (et Abelmoschus) est supérieure à celle de celle observée 
chez Gossypium. Les pores y sont également plus nombreux et d’un diamètre plus grand. Les 
aiguilles de Hibiscus sont plus longues mais moins nombreuses.

2 ) Comparaison entre G. hirsutum et G. herbaceum

Un premier examen montre que le diamètre du grain est plus grand chez G. hirsutum. Il 
présente moins d’aiguilles ce qui lui donne un aspect moins hérissé que G. herbaceum. 
L’observation détaillée de la paroi montre des rapports S/N et T/B/N différents.
Le critère de morphologie des pores n’est pas déterminant du fait de la variabilité 
intraspécifique.

Tableau 1-1: Caractéristiques des grains de pollen de G. hirsutum, G. herbaceum, A. 

esculentus, et H. trionum mesurées en µm au « Scanning Electron Micrograph »

Pollen Gossypium Hibiscus
G. hirsutum G. herbaceum H. esculentus H. trionum

Size Diameter 104-109 84-93 163-171 172-180

Spine

Length 6.2 6.7 20.8 19.4

Number 144-152 192-214 114-118 94-98

Elevated Yes Yes No No

Layers

Nexine 1.05 1.74 1.83 2.91

Baculi
Sexine

1.38 1.96 2.50 1.25

Tectum 0.27 0.33 0.42 0.55

Sexine:Nexine 2:1 1:1 1.5:1 1:1.5

Tectum : baculi:nexine 3:4:1 5:6:1 4:6:1 6:3.5:1

Aperture
Number 12-16 10-14 26-28 46-48

Length 6.2-6.6 5.5-7.4 10.3-12.7 8.7-9.6
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Conclusion

La comparaison ou l’identification du pollen des deux espèces de cotonnier n’est pas 
réalisable avec un matériel simple mais nécessite l’observation au microscope électronique. 
Les critères morphologiques pourront être utilisés pour des études ponctuelles ou des suivis 
spécifiques en matière de biovigilance.
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Viabilité du pollen de cotonnier en conditions naturelles

Comme il a été abordé dans le rapport 2003-2004, la fécondation croisée chez le cotonnier 
dépend de l’abondance de l’entomofaune pollinisatrice dans un milieu donné. Sa réussite sera 
également conditionnée par la durée du transport d’un champ source vers un champ récepteur. 
Il est important donc de connaître la viabilité du pollen en condition naturelle sous des 
températures et degré d’hygrométrie rencontrés à l’extérieur, sur le terrain. Les études sur la 
viabilité réalisées précédemment sur les espèces cultivées visaient à mettre au point des 
méthodes de conservation du pollen pour en augmenter la longévité (Bolat et Pirlak, 1999, 
Barrow, 1983) ou améliorer la composition des milieux germinatifs (Barrowl981, Almeida, 
1985). Il existe peu d’information concernant la conservation en conditions naturelles et 
l’évolution au cours du temps. Fisher (1975) s’est attaché à l’étude de l’influence de la 
température sur la fertilité du pollen de certains cultivars upland en Arizona. Acala 1517V 
s’est avéré être le plus thermosensible. L'auteur indique que l’usage de l’irrigation a un effet 
sur la restauration d’un bon niveau de fertilité plus par l’effet de refroidissement de l’air 
ambiant que par l’effet de l’accroissement de l’humidité (Stockton et Walhood, 1960).

Une fois déposé sur le sommet du style (site plus favorable à sa germination en comparaison 
avec la partie basale [Iyengar, 1938]), le grain de pollen fertile doit encore germer dans des 
conditions favorables. Le pollen des espèces asiatiques et américaines germe 30 minutes après 
le contact avec le stigmate (Pundir, 1972). Le taux de croissance du tube pollinique est bas 
durant les deux premières heures lorsque le tube traverse le tissus du stigmate. La vitesse de 
croissance s’accélère ensuite (3mm/h) lorsque le tube pénètre dans le style proprement dit 
puis s’infléchit à nouveau à l’arrivée aux ovaires (Iyengar 1938, Pundir 1972). Dans le cas des 
croisements interspécifiques, les vitesses de pénétration sont différentes. Lorsqu’un grain de 
pollen de G. hirsutum germe sur le stigmate de G.arboreum, on assiste à un ralentissement de 
la vitesse par rapport à un croisement intraspécifique. Dans le sens inverse du croisement, 
lorsque le pollen de G.arboreum est utilisé, la vitesse de pénétration est sensiblement plus 
grande (Pundir 1972). L’impact de l’environnement sur la germination du pollen a été étudié 
par Suy (1979). L’intensité lumineuse n’aurait pas d’effet sur la croissance du tube mais la 
composition de la lumière (rouge-6500A) pourrait avoir un effet stimulant. L’humidité 
relative comprise entre 55 et 80 pourcent n’affecte pas le développement du tube mais des 
conditions plus sèches de l’ordre de 30% auraient un effet négatif. Suy (1979) établit que la 
température est le facteur le plus important pour la croissance du tube pollinique. Il observa 
que le taux d’élongation est nul en dessous de 19°C et au-dessus de 45°C. La température 
idéale serait de 37°C. La grande sensibilité des grains de pollen à l’eau ne permet pas la 
fécondation lorsqu’il pleut durant les quatre premières heures après l’anthèse.

9



Rapport annuel : étude des flux de gènes chez le cotonnier Campagne 2004-2005

Matériel et méthode
origine du matériel

Le pollen a été prélevé sur des plantes de cotonnier, variété Opal RR, cultivés en serre à une 
température moyenne de 25°C.

récolte du pollen

Le pollen est récolté en prélevant les fleurs ouvertes lors de l’ouverture des sacs polliniques, 
entre 10 et 11 h du matin. Les fleurs sont déposées au laboratoire à température du local (22- 
25°C). les grains de pollen sont soumis aux traitements aux intervalles suivants : 0, 3, 6, 12, 
24, 36, 48 et 72 heures après anthèse.

coloration d’Alexander

Cette méthode est utilisée comme test préliminaire pour évaluer la maturité des grains avant 
de conduire les tests de viabilité (Dafni, 1992). Une goutte de milieu est déposée sur une lame 
porte-objet et le pollen y est saupoudré dessus. La préparation recouverte d’une lame couvre- 
objet est mise à incuber à 50°C durant 24 h. L’observation des grains se fait au binoculaire 
10x. Le pollen mâture se colore en rouge-orange tandis que le pollen immature prend une 
coloration verte. Un pourcentage est calculé après comptage des deux types de grains.

- test au chlorure de tetrazolium (TTC)

Ce test a été réalisé d’après Barrow (1983). Après 2 heures d’incubation, on procède à 
l’observation du pollen. Le pollen viable se colore en rose.

germination in vitro

Le test de germination in vitro a été réalisé selon la méthode de Taylor (1972) modifiée en 
raison du taux élevé d’avortement.

La solution de sucrose (C12H22011) utilisée à été portée à une 
concentration de 40% au lieu de 25% comme indiqué dans Taylor (1972) .Le Ph 
de la solution a été porté à 7.6 alors que l'auteur n'apporte aucune 
spécification à ce sujet. Enfin,Taylor (1972) mentionne une humidité 
d'incubation de 100% (relative humidity (RH))alors que nous avons observé 
de meilleurs résultats à 76% RH en appliquant du NaCl saturé.

Résultats

La viabilité maximale du pollen est obtenue lorsque les grains viennent d’être libérés des sacs 
polliniques. En 1981, Barrow obtint 98% dès l’anthèse. Lors de notre expérimentation, nous 
avons également obtenu ce pourcentage via le TTC alors que la germination in vitro ne révéla 
que 61%. Dans les 2 tests, les pourcentages décroissent dans le temps (figurel-1). Les taux de 
germination du pollen décroissent significativement 6 heures après la déhiscence des anthères. 
Une chute drastique de taux intervient 48 heures après l’anthèse et la majorité des grains n’est 
plus viable après 72 heures.
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Figure 1-1 : évolution de la viabilité des grains de pollen de cotonnier selon deux méthodes : 
test au chlorure de tetrazolium et germination in vitro.

Conclusion

Le pollen de cotonnier maintient un taux de viabilité satisfaisant durant plus de 6 heures après 
déhiscence des anthères.Ce taux peut être considéré comme faible après 24 heures mais 
certains grains maintiennent leur activité germinative au-delà de 36 heures. Dans de bonnes 
conditions environnementales, ce pas de temps permet à un insecte de déplacer des grains 
viables sur des distances relativement longues.
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Populations sauvages de cotonniers G. hirsutum

En matière de dissémination involontaire de matériel végétal, la propagation de plantes 
échappée de culture ou encore appelées «volontaires » est à prendre en compte lors de 
l’évaluation des risques. En l’absence de contrôle, des populations sauvages de cotonniers 
pourraient se développer et proliférer.

Nous nous sommes attachés à étudier deux aspects de ce risque : la probabilité 
d’établissement de plantes volontaires en conditions non cultivées et l’évaluation a posteriori 
de la fréquence de plants volontaires.

Probabilité d’implantation de G. hirsutum sauvages

Introduction

Les populations sauvages proviennent généralement de graines tombées, non récoltées au 
champ. Le développement de la récolte mécanique du coton engendre des pertes en coton- 
graine importantes, de l’ordre de 10% de la récolte. Ces graines, si le champ est laissé en 
friche, peuvent germer et donner lieu à des plants de cotonniers capables de donner une 
nouvelle descendance. Les bas côtés de routes consistent en un autre endroit de prédilection 
pour les plantes volontaires. Le coton-graine venant du champ et acheminé à l’usine 
d’égrenage ou les graines transportées à l’huilerie ou dans les feed-lots tombent des 
remorques pour finir en bord de route. Là, si elles rencontrent des conditions propices à la 
germination, elle se développent jusqu’au stade reproductif.

Nous avons mené une petite expérimentation destinée à évaluer le pourcentage de semences 
germées et le nombre de plants capables de se développer sans préparation de semis.
Cet essai consistait à semer du matériel végétal sur différents types de substrat en simulant ce 
qui peut se passer en bord de route.

Matériel et méthode

Le matériel végétal utilisé était de deux ordres : des graines délintées de la variété NuOpal 
(transgénique Bt) et du coton-graine (coton brut récolté au champ) de la même variété. Les 
deux matériels avaient été récoltés deux ans auparavant. Ce choix délibéré a été conditionné 
par le souci de connaître le comportement germinatif dans une situation relativement extrême.

Le matériel végétal était constitué de 100 graines, déposées sur une placette élémentaire de 20 
cm x 20 cm.
Le matériel a été évalué sur quatre substrats :

1 ) sol sablo-argileux, graine enfouie sous 1 cm de terre (SGE),
2) sol sablo-argileux, graine déposée sur un sol ameubli sous le passage d’un rateau 

(SM),
3) sol sablo-argileux, graine déposée sur un sol compacté (SC),
4) couverture de graminées de 3 cm d’épaisseur sur un sol sablo-argileux meuble (CV).

Le dispositif expérimental était un split-plot de 9 répétitions.
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La germination puis le développement des plantules n’a reposé que sur la pluviométrie (220 
mm en 45 jours répartis en 60 mm avant « semis » et 160 mm après semis soit 35 jours). Le 
matériel n’a pas reçu d’apport supplémentaire en eau.

Trois comptages ont eu lieu 7 jours après le début de l’émergence, 14 jours et 28 jours. Pour 
la fréquence de germination, les données ont été reportées sur 100 graines.

Résultats

Les graines délintées (figure 1.2) germent rapidement lorsqu’elles sont enfouies sous une 
mince couche de terre. La germination atteint des pourcentages de l’ordre de 34 % malgré 
l’âge des semences. Lorsque les graines sont déposées sur le sol, la germination est plus lente 
et atteint des niveaux différents selon les caractéristiques physiques du substrat. Dans ce cas, 
la germination est retardée et plus lente qu’avec des graines enfouies et des graines germent 
encore 20 jours après « le semis ».

Fig. 1.2: Pourcentage de germination et évolution de la 
population de cotonniers "volontaires" en fonction du substrat: 

graine délintée

La probabilité d’obtenir des plantules, après 28 jours, à partir de graines déposées sur sol 
meuble est de 9.7%. Cette probabilité décroît à 3% dans le cas de la germination des graines 
sur un couvert végétal, c'est-à-dire sans contact direct avec la terre. La germination sur sol 
compacté est beaucoup plus improbable et se réalise dans moins de 1% des cas.

La germination du coton-graine est nettement moins bonne que celle de la graine (figure 1.3). 
Le coton-graine enseveli présente une probabilité de développement de 3 % et de 0.4 % sur 
sol meuble. Aucune plantule n’a pu se développer tant sur sol compacté que sur couverture 
végétale.
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Fig. 1.3: Germination et évolution de la population de 
cotonniers "volontaires": coton-graine

Tableau 1-2 : Graines délintées. Fréquences de germination et évolution de la population de 
plantules de cotonnier semées sur 4 substrats.

Substrat Jours après émergence de la première plantule
7 14 28

Sol Graine Enfouie 34.11 ±3.90 a 34.11 ± 4.12a 28.2 ±5.13 a
Sol Meuble 6.0 ±3.11 b 8.44 ± 4.27 b 9.77 ±5.08 b
Sol Compact 0 ± 0 c 0.66 ± 1.04 c 0.89 ± 1.18 bc
Couvert Végétal 1.44 ± 1.92 c 2.66 ± 2.29 c 3.11 ± 3.46 c

Tableau 1-3: Coton-graine . Fréquences de germination et évolution de la population de 
plantules de cotonnier semées sur 4 substrats.

Les valeurs présentant des lettres différentes sont significativement différentes au niveau 0.05 
(test de Tukey -HSD).

Substrat Jours après émergence de la première plantule
7 14 28

Sol Graine Enfouie 0±0 4.0 ±2.66 a 3.33 ±2.22 a
Sol Meuble 0 ±0 0 ±0 b 0.44 ±0.69 b
Sol Compact 0 ±0 0 ±0 b 0 ±0 b
Couvert Végétal 0± 0 0± 0 b 0± 0 b
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Fréquence de plants transformés hors champ

Au courant de la saison 2003-2004, nous avions repéré des populations sauvages de 
G.hirsutum en bordure de route et notamment le long de l’axe Groblersdal-Marble Hall- 
Potgietersrus (N11). Ces plantes formaient des peuplements relativement denses et se 
développaient sans trop de difficultés. Elles arrivaient à produire 5 capsules par plant, en 
moyenne.

En 2004-2005, des échantillonnages ont été réalisés afin de détecter parmi ces volontaires le 
taux de matériel transgénique. Deux méthodes distinctes d’identification ont été utilisées de 
façon indépendante selon la nature des cotonniers transgéniques.

Echantillonnage

Dix placettes de 5 mètres de large sur 15 mètres de long ont été choisies aléatoirement et 
délimitées de part et d’autre de la N11 entre le kilomètre 30 et 20 entre Marble Hall et 
Potgietersrus. Les coordonnées GPS sont: S 24°52'984 /E 29° 10'337. Le nombre de 
cotonniers a été noté ainsi que les autres espèces échappées.

Détection

Dans un premier temps, les premières capsules ouvertes des plantes ont été récoltées pour des 
fins d’analyses ultérieures de la protéine Bt. Trois lots de semences ont été récoltés 
(tableau 1-4).

Tableau 1-4 : nombre de graines récoltées sur des plants présentant 100% de capsules saines

Date Lieu Nombre de graines
07/02/2005 Pont de T Elands river Marble Hall 65
10/02/2005 N11 Marble Hall - Potgietersrus 70
15/02/2005 N11 Marble Hall ( avant carrefour avec N33) 170

Dans le cas de la détection de plants résistants à l’herbicide Round Up (Monsanto), les 
cotonniers ont été traités au Round up après la phase de récolte des premières graines. La 
concentration de Glyphosate utilisée était de 360g/l. La pulvérisation a été réalisée par temps 
sec aux premières heures de la matinée afin de profiter d’une bonne ouverture des stomates et 
éviter l’état de stress des plantes fréquemment observé en milieu de journée.
La lecture du screening a été effectuée 10 jours après le traitement. Seuls les plants présentant 
un aspect « brûlé » ont été comptabilisés parmi les plants non résistants.
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Résultats

La densité moyenne de population des cotonniers volontaires dans les échantillons observés 
est de 1 plant par 4.5 m2.

1 ) Les cotonniers Bt

Les graines ont été envoyées en janvier 2006 au laboratoire de biotechnologie de l’Inra à 
Versailles pour la détection de la protéine Bt. Les résultats seront présentés 
ultérieurement.

2 ) Les cotonniers RR

Sur un total de 202 plantes traitées au Glyphosate, 67 ne présentaient pas de signe de 
flétrissement marqué ou de brûlures dues à l’herbicide. Le pourcentage moyen de plants 
résistants est de 26.89 % ± 29.61 (figure 1-4).

Figure 1-4 : Proportion de plants de cotonnier résistants au RoundUp en bordure 
de route à Marble Hall

Persistance des populations de cotonniers

Les cotonniers « volontaires » de la région de Marble Hall ont été suivis durant deux ans. 
Durant la période de végétation (été), l’entretien des bas-côtés peut être réalisé par 
pulvérisation d’un herbicide total (Round Up notamment). Mais les contraintes budgétaires 
des provinces ne permettent pas un contrôle généralisé de la végétation en bordure des routes. 
Durant l’hiver (juillet-septembre), les abords des routes sont entretenus soit par brûlage soit 
par passage d’une lame. Les plants de coton résistent généralement au passage de la lame 
grâce à leur enracinement profond (photo 1).
D’autres populations sont implantées dans l’asphalte aux abords des ponts (photo 2) et ne font 
apparemment pas l’objet d’éradication. Ces populations proviennent d’un mode de 
germination original : des graines sont déposées en tas sur l’asphalte ; le tas de graine se 
décompose produisant un compost relativement riche et quelques graines saines germent ; les
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plantules s’enracinent dans le compost et prennent vigueur ; par la suite la racine pivotante est 
suffisamment forte pour traverser le bitume.
Dans tous les cas, les plantes accomplissent leur cycle complet.
Dans le KwaZulu Natal, des plants échappés de culture se rencontrent également en bordure 
de route.

Photo 1

Cotonniers survivant 
au passage de la 
lame

Photo 2
cotonniers

Graines 
compostées
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Discussion

En zone de production cotonnière, on note une présence non négligeable de variétés de 
cotonniers G. hirsutum en bordure de route. Parmi ces plantes, certaines ont été identifiées 
comme résistantes au Glyphosate. L’occurrence de plants Bt sur le site doit encore être 
analysée.
Le cotonnier cultivé n’est pas considéré comme une espèce envahissante ou du moins cet 
aspect a été relativement ignoré jusqu’à l’avènement des cultivars transgéniques. Sur un 
subcontinent tel que l’Australie ou le genre Gossypium est bien représenté, ils ne sont pas 
connus comme étant une source de problème pour l’agriculture ou l’environnement (Tothill et 
al. 1982 ; Keeler et al. 1996 ; Lazarides et al. 1997). G. hirsutum ne possède pas les 
caractéristiques généralement associées à une espèce envahissante : dormance des graines, 
persistance et longévité des graines dans le sol (soil seed bank), germination en conditions 
adverses, croissance rapide, cycle court, rendement semencier élevé, forte dispersion des 
graines sur de longues distances (Keeler 1985 ; Keeler 1989). Cependant notre étude montre 
que des populations férales de cotonniers existent, relativement pérennes et persistantes, dans 
les zones de production sud africaines.

Pour les formes transgéniques, des études récentes ne semblent pas se prononcer sur un 
renforcement du caractère envahissant (Eastick, 1999). Dans le cas du cotonnier résistant à 
l’herbicide RoundUp (Glyphosate), l’avantage de sélection que confère ce caractère ne 
semble pas présenter une menace en Afrique du Sud. En effet, l’entretien des accotements est 
plus souvent réalisé par des gyrobroyeurs ou lames niveleuse. Il n’en demeure pas moins 
possible qu’un entretien chimique soit programmé ponctuellement dans des endroits 
accidentés et rocailleux (cas observé dans le KwaZulu natal, le long de la rivière Pongola).
En ce qui concerne les cotonniers Bt, leur présence sous la forme de populations (groupes de 
plantes) dans le milieu naturel suscite plus d’inquiétude quant à leur effet sur l’accélération 
d’un éventuel développement de la résistance des chenilles carpophages au gènes Bt (Cry1 Ac 
et Cry2Ab). A ce titre, Green et al (2003) estiment que le bush sud africain renferme 
suffisamment d’espèces sauvages indigènes hôtes de Helicoverpa armigera que pour 
maintenir des populations non résistantes. La présence de cotonniers Bt dans le milieu naturel 
pourrait dès lors réduire l’efficacité de ce refuge naturel, si son abondance et son efficacité 
sont toutefois confirmées.
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Dispersion de gènes en milieu naturel

Plusieurs capsules de G. herbaceum var. Africanum ont été récoltées à des en droits différents, 
à proximité de périmètres de culture cotonnière, en milieu villageois sur les Makhathini Flats. 
Ces récoltes se sont échelonnées sur deux saisons (tableau 1 -5).

Tableau 1-5 : nombre de graines récoltées sur G. herbaceum à proximité de champs de coton 
à Makhathini Flats

Date Lieu Nombre de graines
Mars 2004 Makhathini 52
Avril 2004 Makhathini G.G. 280
Avril 2004 Makhathini Kwajobe 50
Janvier 2005 Makhathini 70

Makhathini Kwajobe 34
Makhathini G.G. 80

Les graines délintées ont été envoyées à l’Inra de Versailles afin d’être mises à germer. Au 
stade 3 feuilles, les plantules entières ou en partie seront envoyées à l’Inra de Rennes pour y 
être analysées au cytomètre de flux. Cette opération permettra de détecter la présence 
d’hybrides interspécifiques. Un rapport est attendu en juin 2006.
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Production d’hybrides à partir de Gossypium hirsutum et de G. 
herbaceum.

Etude bibliographique
L’obtention d’hybrides fertiles à partir de G. hirsutum et d’espèces sauvages est pratiquement 
impossible sans avoir recours à des traitements au moyen de substances mitoclasiques (Meyer 
1974). Brubaker et al. (1999) démontrent que, dans le meilleur des cas, le résultat d’un 
croisement naturel de cotonniers sauvages australiens avec le cotonnier cultivé n’ abouti qu’à 
la production d’hybrides stériles. Cependant un nombre limité de publications mentionne la 
possibilité de formation et de fonctionnement de gamètes non réduits entre le cotonnier 
cultivé upland et les espèces de cotonniers asiatiques parmi lesquelles G. herbaceum 
(Skovsted 1933). L’auteur mentionne l’existence d’hybrides Fl possédant 52 et 65 
chromosomes et signale que des augmentations du nombre de chromosomes a été plusieurs 
fois observé dans des gamètes issus d’hybrides interspécifiques possédant 39 chromosomes 
(Skovsted 1934). D’après Iyengar (1945), ces hybrides n’ont jamais produit de capsules soit 
par autofécondation, soit par rétrocroisement avec un cotonnier diploïde. Cependant une 
descendance est assurée lorsqu’un parent G. hirsutum est utilisé (Amin 1940 a,b). L’étude de 
croisements entre G.hirsutum et G.armourianum a mis en évidence des hybrides fertiles 
hexaploïdes de faible fertilité sans qu’il y eu quelconque traitement (Brown 1951). Le même 
auteur note que l’hexaploïde évoluera naturellement en tétraploïde et peu vraisemblablement à 
un diploïde. Dans l’hypothèse qu’un tel croisement aboutisse avec G. herbaceum pris comme 
parent femelle, le plant hybride possédera moins de pollen viable que si l’espèce sauvage est 
donneuse de pollen (Meyer 1973). En ce qui concerne les cotonniers diploïdes sauvages 
américains tel que G.thurberi, les tentatives d’hybridation ont été un échec donnant lieu à des 
plants mâle et femelle stériles (Beasley 1942). La restauration de la fertilité n’a pu se réaliser 
que par doublement du stock de chromosomes produisant un plant hexaploïde (Beasley 1942, 
Brown et Menzel 1952, Gerstel 1956, Gerstel et Phillips 1958). La formation de gamètes non 
réduits chez les hybrides triploïdes est peu fréquente mais possible et a été mentionnée pour 
certains croisements entre G.hirsutum, G. exiguum et G. nobile (Brubacker et al 1999).
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Tentative d’hybridation artificielle

Un essai de croisements avait été tenté avec des abeilles en cage, sous serre, à Pretoria, en 
2003-2004, entre G. hirsutum (RR) et G. herbaceum var. africanum provenant de récoltes 
réalisées en 1998 dans le Parc Kruger (NI/banque de gène Cirad B/G7335 et 7399). Les 
graines de cotonnier sauvage avaient germées mais les plants obtenus n’avaient pas fleuri 
empêchant toute tentative de croisement.

Durant la saison 2004-2005, une nouvelle variété « Boumi Aria » (type commercial) de G. 
herbaceum a été semée en serre. Son développement a permis la poursuite du programme 
d’hybridation interspécifique. 40 plants de chaque espèce ont été conservés en pot individuel 
tout au long du cycle de production.N’ayant plus l’opportunité d’utiliser les mini ruches de 
l’an dernier, nous avons opté pour l’hybridation manuelle des cotonniers. Le pollen a été 
récolté dès l’ouverture des fleurs et déposé à deux reprises dans la journée (9h et 11h) sur la 
même fleur. Pour certaines fleurs, la castration a été opérée la veille de l’anthèse en enlevant 
la colonne staminale.

Le programme comportait plusieurs types d’hybridation qui tenaient compte du sens du 
croisement et de la présence (ou absence) d’autopollen dans la fleur femelle :

croisements G. hirsutum x G. herbaceum (sans castration) ;
croisements G. hirsutum x G. herbaceum (avec castration) ;
croisements G.herbaceum x G. hirsutum (sans castration) ; 
croisements G.herbaceum x G. hirsutum (avec castration).

Les croisements sans castration ont été les plus nombreux sachant que, dans la nature, 
l’autopollen est présent et que la tentative de croisement en serre en 2003-2004 reposait sur la 
seule activité des abeilles mises en cage.
Les plants ont été divisés en deux groupes selon qu’elles étaient destinées à la production de 
pollen pour la fécondation (donneurs) ou à la production de capsules hybrides (receveurs). En 
fin de période estivale (avril), la libération de pollen a sensiblement décru. Suspectant les 
conditions hygrométriques de la serre, une partie des plants de G. hirsutum et de G. herbaceum 
ont été déplacés à l’extérieur sous un filet protecteur. Les opérations de récolte de pollen et de 
croisement se sont poursuivies sur les deux fronts.

Parallèlement à l’hybridation entre Gossypium sp., l’essai a été étendu à Hibiscus trionum et 
Abelmoschus esculentus.

Résultats

1. Comportement des espèces entrant dans les croisements

La maturité du pollen, concrétisée ici par la faculté de déhiscence des anthères, est retardée au 
fur et à mesure que l’on se rapproche des conditions hivernales (faibles températures et faible 
taux d’humidité de l’air). Cette évolution est décrite en figure 1-5 et concerne toutes les 
espèces utilisées dans les croisements à l’exception de Hibiscus trionum.
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Figure 1-5 : Evolution de l’heure de déhiscence maximale du pollen de 4 Malvaceae en serre

La capacité de rétention de capsules a fortement varié en fonction de la nature du croisement 
(Fig 1-6). D’importantes pertes de capsule ont été observées dans les croisements entre A. 
esculentus et G. herbaceum utilisés comme parent femelle et G. hirsutum utilisé comme 
parent mâle.

Figure 1-6 : Taux de shedding pour 6 croisements avec G.hirsutum
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Le taux de shedding a été plus important à l’extérieur sous filet que dans la serre (Figure 1-7).

Figure 1-7 : Taux de shedding en serre et sous filet protecteur

■ G. hirsutum x H. esculentus ■G herbaceum x G. Hirsutum

2. Produit des hybridations

Le détail des poids et nombres de graines issues des hybridations sont présentés au 
tableau 1-6. Comme dans le cas des semences récoltées sur les cotonniers sauvages à 
Makhathini, ces graines seront mises à germer en casier et les plantules qui en résulteront 
seront envoyées à l’analyse de cytométrie de flux afin de détecter d’éventuelles hybridations 
interspécifiques.

Tableau 1-6 : Détail des récoltes des croisements en serre entre G. hirsutum et des Malvacées 
sauvages.

Croisement Nombre 
capsules

Nombre 
graines

Masse tot
(g)

Nombre Masse
graines vides graines vides

% graines 
vides

G. Hirsutum
X Okra 9 293 30.03 0 0 0

G. Herbaceum
X G. Hirsutum 30 498 31.85 163 3.72 32.73%

G. Hirsutum
X H. Trionum 25 848 82.43 0 0 0

G. Herbaceum 
"pure" 16 317 25.15 54 1.19 17.03%

G. Hirsutum
X G. Herbaceum 60 1685 167.65 0 0 0
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