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MÉTHODE DE COMPTAGE AUTOMATIQUE DES GRAINS
DE POLLEN : ÉTUDE DE LA PRODUCTION POLLINIQUE

CHEZ LE TOURNESOL
(HELIANTHUS ANNUUS L., COMPOSITAE)

Y. LOUBLIER Ph. DOUAULT M.H. PHAM-DELEGUE

Laboratoire de Neurobiologie comparée des Invertébrés
LN.R.A.-C.N.R.S., 91440 Bures-sur-Yvette

RÉSUMÉ

Les auteurs décrivent une méthode de comptage automatique des grains de pollen en utilisant
un compteur de particules « Coulter Counter ». Cette technique permet la quantification rapide de
la production pollinique chez les végétaux assurant le traitement d’un grand nombre d’échantillons
ainsi que plusieurs répétitions par mesure mettant en évidence la bonne reproductibilité de la méthode.
Le pollen de tournesol (Helianthus annuus L.) a été utilisé pour mettre au point la méthode de

comptage.

INTRODUCTION

Le problème de la pollinisation entomophile a pris récemment une acuité
particulière, notamment en raison du développement de programmes d’amélio-

ration végétale fondés sur la création de variétés hybrides. C’est pourquoi les

paramètres d’attraction des insectes pollinisateurs, tels que l’abeille domestique,
doivent être pris en compte en vue d’une pollinisation contrôlée.

Chez l’abeille domestique, l’intensité de butinage est liée à la mise en jeu
d’événements sensoriels successifs conduisant à la mise en place d’un apprentis-
sage (MASSON, 1982) : tout en transférant le pollen des anthères aux stigmates,
les butineuses associent les caractéristiques visuelles (forme, couleur) et olfactives
(arômes) de la plante à ses caractéristiques alimentaires (quantité et qualité de
l’approvisonnement en nectar et pollen). Ce processus de mémorisation au cours
de la prise alimentaire induit ultérieurement une orientation sélective des buti-

neuses vers la plante, qui joue un rôle déterminant dans leur efficacité pollini-
satrice. Parmi les paramètres de renforcement alimentaire, les pollens constituent
le principal apport protéique ; ils peuvent de plus constituer une source d’émissions
chimiques intervenant comme signal d’orientation pour les butineuses. Ainsi, en
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préalable à une étude biochimique des pollens en tant que facteurs de choix pour
l’abeille, il nous est apparu nécessaire de disposer d’une méthode d’estimation
des quantités de pollens disponibles sur la plante. Dans ce but la mise au point
d’une technique fiable et rapide a été réalisée, sur un modèle de plante à

pollinisation strictement entomophile, le tournesol Helianthus annuus L.

Les méthodes d’évaluation de la production pollinique chez plusieurs espèces
végétales ont fait appel jusqu’ici à différentes techniques décrites par plusieurs
auteurs : OBERLE et GOERTZEN (1952), OBOLENSKY (1958), SREE RANGASAMY
et RAMAN (1973), SAPRA et HUGHES (1975), SEGALA et CII. (1980), TRAYNOR
(1981), NIKOVITZ et al. (1983), SZABO (1985). Celles-ci consistaient en une

dilacération des étamines dans un liquide dispersant suivie d’une numération des
grains de pollen libérés, au moyen d’un hématimètre.

D’autres auteurs, tels que WARAKOMSKA (1972) et SIMIDTCHEV (1977), ont

procédé par pesées d’anthères, les résultats étant alors fournis en masse de pollen
produite par fleur.

Enfin, CouR (1974), MAHHOU (1981) et MAAMAR (1983) ont pratiqué une
attaque chimique des fleurs suivie d’une analyse volumétrique fractionnelle.

Les méthodes employées par ces différents auteurs nécessitent un temps de
manipulation et d’analyse microscopique important. Le présent travail permet
de diminuer le temps de traitement des fleurs et de soumettre au comptage la

totalité du matériel pollinique.

Les avantages de rapidité d’exécution et de bonne reproductibilité de cette
méthode rendent possible le traitement d’un plus grand nombre d’échantillons,
permettant d’établir des comparaisons fiables.

MATÉRIEL ET MÉTHODES
Matériel végétal

Le matériel végétal provient de fleurons de tournesol (Helianthus annuus L.) prélevés sur

différents hybrides et lignées mâles fertiles mis à notre disposition par la Station d’Amélioration des

Plantes de l’LN.R.A. (Clermont-Ferrand).

Le prélèvement des échantillons a été effectué au stade II de la floraison du capitule (50 %
des fleurons tubulés matures mais non déhiscents), à raison de 10 fleurons par capitule, et

répété sur 5 capitules par génotype. L’ensemble des échantillons est ensuite conservé à la tempé-
rature de - 18 °C.

Méthode

Les étapes de traitement appliqué aux échantillons sont les suivantes :

1) Dix fleurons d’un capitule sont déposés dans un bécher et écrasés à l’aide d’un agitateur
en verre à bout rôdé dans quelques gouttes d’eau distillée. Dix millilitres d’acide sulfurique pur



sont ensuite versés sur les fleurons. Une macération de vingt-quatre heures est nécessaire pour

désagréger les tissus végétaux du fleuron sans endommager les grains de pollen particulièrement
résistants des Hélianthus.

2) Le mélange est ensuite dilué dans quatre-vingt-dix millilitres d’eau distillée contenant deux

pour cent de « Triton [agent mouillant utilisable en milieu acide et permettant la dispersion des

particules (CAMBON, 1981)]. La totalité du mélange est centrifugée pendant sept minutes à trois

mille tours par minute (sept cents g) dans des tubes à fond conique de 50 millilitres afin d’obtenir

un culot. On rince ensuite deux fois à l’eau distillée.

3) Sur le culot obtenu, on pratique une acétolyse selon la méthode de ERDTMAN (1960). Deux
centrifugations dans l’eau distillée sont ensuite nécessaires pour rincer le culot.

4) Pour procéder à la séparation des grains de pollen entre eux et pour éliminer les particules
végétales, nous avons utilisé un générateur d’ultra sons BRANSONIC modèle 32 FTZ, monofré-
quentiel, de cinquante kilocycles par seconde. Le culot est mis en suspension dans cinq millilitres

d’alcool à 95° et déposé dans la cuve jusqu’à ce que les trois quarts du tube soient immergés. Les
meilleurs résultats obtenus pour l’élimination des grosses particules végétales correspondent à un

temps d’exposition de quinze minutes. On constate ainsi une très bonne dispersion des grains de

pollen, de même qu’une absence de leur fracturation.

5) Après centrifugation, l’alcool est éliminé et le culot est alors repris dans cinquante
millilitres d’un électrolyte approprié : « l’Isoton ». Cette solution saline est destinée au comptage et

permet de pratiquer les mesures successives.

Pour effectuer le comptage des grains de pollen, nous avons utilisé un compteur de particules
« Coulter Counter » ZB Coultronics équipé d’un tube à électrodes de platine muni d’un orifice de

deux cent quatre-vingt microns.

Le principe de comptage automatique repose sur le fait que toutes particules en mouvement
dans un liquide déplacent un certain volume proportionnel à leur taille. Ces variations de volume

ainsi engendrées sont amplifiées électroniquement, étalonnées à l’intérieur de la classe de taille
choisie et comptabilisées sous forme d’impulsions.

L’appareil est réglé pour enregistrer des déplacements de volumes correspondant à des particules
de vingt cinq à trente cinq microns de diamètre. La quantité minimale d’électrolyte devant passer

au travers de l’ouverture du tube pour permettre le comptage est de deux millilitres.

Les contraintes techniques de l’appareil imposent une séparation des particules, assurée par le

passage aux ultra sons, et une concentration minimale de l’ordre de cinq mille particules
par millilitre ; en traitant dix fleurons par capitule, la concentration utilisée est toujours supérieure
à celle-ci. Le volume total de solution permet de pratiquer quatre mesures successives pour un même
échantillon, chaque mesure étant faite après homogénéisation de la solution. Pour chaque lignée
mâle fertile et hybride une vérification au microscope a été effectuée selon la méthode de

CouR et LouRLlER (1980) afin d’observer l’état des grains de pollen soumis aux ultrasons (DuMA]T,
1962 ; MCINTYRE et NoRRis, 1964 ; MARCEAU, 1969 ; CERCEAU et al., 1970. Cette observation permet
également de repérer la présence de particules végétales et de pollens de contamination susceptibles
d’être comptés comme appartenant au tournesol.

Nous avons donc répertorié :

a) Le nombre de grains de pollen de tournesol : entiers, fissurés et cassés.

b) Le nombre d’endexines isolées.

c) Le nombre de particules végétales et de grains de pollen de contamination dont la taille
est comparable à celle du pollen de tournesol.





RÉSULTATS

Nous avons pu, par la méthode décrite, traiter quatre-vingt-quinze échan-
tillons, avec quatre répétitions par échantillon (neuf lignées mâles fertiles et

10 hybrides correspondant, à raison de cinq capitules par génotype).

Pour tous les génotypes étudiés (cf. tableau 1), les valeurs moyennes de

production pour dix fleurons sont comprises entre 294 989 (hybride MARIANNE)
et 431 297 grains de pollen (lignée RHA 271, parent mâle de ELIA).

En ce qui concerne la reproductibilité des mesures, les coefficients de

variation, pour quatre mesures par échantillon, varient de 0,12 % (lignée
RHA 273, parent mâle de PARIOU) à 5,30 % (hybride PARIOU) tandis que

pour la reproductibilité inter capitule, pour cinq capitules par génotype, les

coefficients de variation s’échelonnent entre 2,82 % (lignée RHA 274, parent
mâle de RODEO et MIRASOL) et 14,19 % (lignée RHA 266, parent mâle de
PRIMASOL).

La lecture de ce tableau fait ressortir :

- un faible taux de variation inter mesures, ce qui nous permet d’envisager,
pour des études ultérieures, de procéder à un nombre inféreur de répétitions par
échantillon ;
- des différences génotypiques dans la production pollinique du tournesol.

Une étude quantifiée de ces différences fait l’objet d’un travail en cours ;
- un coefficient de variation inter-capitules parfois élevé (supérieur à

dix pour cent), qui est l’indice d’une hétérogénéité dans la production pollinique
de certains génotypes. Le comptage automatique des grains de pollen nous

autorise à envisager pour l’avenir d’effectuer des prélèvements sur un plus grand
nombre de capitules de façon à mettre en évidence l’origine génétique possible
de ces variations. Les analyses miscroscopiques ont montré que (cf. tableau 2) :
- sur l’ensemble des particules comptées à chaque mesure, les grains de

pollen de tournesol représentaient entre 97,73 % (hybride PARIOU) et 99,25 %
(lignée RHA 271, parent mâle de ELIA) ;
- les ultra sons n’engendrent que très peu d’artéfacts. Le taux de pollens

cassés varie de 0,02 % (lignée BZA 2, parent mâle de MARIANNE) à 0,14 %
(lignée PAC2, parent mâle de H4P2). Celui des endexines isolées de 0 % à 0,45 %
(lignée PAH3, parent mâle de H4P1) ;
- les pourcentages de particules végétales de la taille d’un grain de pollen

varient de 0,54 % (lignée ZN41, parent mâle de BOLERO) à 1,75 % (lignée PR4,
parent mâle de 1C).









CONCLUSION

La méthode décrite ici présente plusieurs avantages sur celles utilisées

auparavant. En particulier : i

L’introduction des ultra sons après le traitement des grains de pollen par
l’acétolyse permet :
- de réduire à vingt-quatre heures l’action de l’acide sulfurique sur les

fleurs (MAHHOU, 1981 ; MAAMAR, 1983) ;
- d’éliminer le passage à la potasse et les filtrations sur tamis (MAHHOU

et MAAMAR, Op. Cit.) J
- de dissocier les grains de pollen entre eux, favorisant une bonne homogé-

néisation des solutions de comptage ;
- de réduire au maximum le nombre d’impuretés qui serait nuisible au

bon déroulement du comptage.

L’utilisation du « Coulter Counter », par sa rapidité d’exécution et sa

grande fiabilité (EDWARDS et GuNSOrr, 1970 ; STOCKMARR, 1971) rend possible
le traitement d’un plus grand nombre d’échantillons.

Cette méthode mise au point sur le tournesol met en évidence des différences
dans la production pollinique selon les génotypes mais aussi pour un même

génotype des variations relativement importantes entre capitules. Son application
à un plus grand nombre de génotypes et de capitules est en cours afin de mieux

cerner l’aspect génétique de ces variations.

Enfin, soulignons qu’il est possible d’adapter cette méthode de comptage à
d’autres végétaux. Toutefois, il sera nécessaire de déterminer au préalable, le

nombre de fleurs à prélever afin de se placer dans les conditions optimales
d’utilisation du « Coulter Counter », et de vérifier l’état des exines des grains
de pollen soumises aux ultra sons, la résistance des grains variant en fonction de
leur morphologie (McIrrTYRE et NORRIS, 1964).

Ainsi, grâce à la méthode décrite, il est possible d’envisager l’étude comparée
des productions polliniques de différentes espèces végétales ou de différentes

lignées ou variétés d’une même espèce. De telles études pourraient permettre
d’apprécier d’une part le déterminisme génétique de la production pollinique d’un
végétal, l’héritabilité de ce caractère et d’autre part l’incidence de ce potentiel
pollinique sur les choix des insectes pollinisateurs.

Reçu pour publication en mars 1986.

Accepté pour publication en niai 1986.
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SUMMARY

AUTOMATIC METHOD FOR COUNTING POLLEN GRAINS :

A STUDY OF SUNFLOWER POLLEN PRODUCTION

(HELIANTHUS ANNUUS L., COMPOSITAE)

A convenient method for counting pollen grains to evaluate sunflower pollen production is

presented. Following acetolysis and ultrasonic treatment, pollen grains are counted with a « Coulter

Counter ».

Mode of execution :

1) 10 mature, non-dehiscent florets are put in a laboratory vessel and ground in a few drops of
distilled water in a glass homogenizer. Then 10 ml pure sulfuric acid are added to act on the

substratum for 24 hours.

2) 90 ml of a 2 % aqueous solution of triton are added and centrifuged until one single sediment
is obtained. Each centrifugation is done for 7 min. at 3 000 rpm (about 700 g).

3) Acetolysis is conducted following the method of ERDTMAN (1960).

4) The sediment is dissolved in 5 ml ethanol at 95 °C and subjected for 15 min. to a ultrasonic

treatment with frequency of 50 kilocycles/sec.

5) The particles (pollen) are reconcentrated by centrifugation and rediluted in 50 ml Isoton. This
solution is used to make four subsequent measurements with the « Coulter Counter ».

This technique makes the rapid treatment of numerous samples with high reproducibility
possible. When applied to sunflower florets, it allows the determination of pollen production
differences among genotypes and among heads of a given genotype.

This counting method can also be applied to other plants ; however, to avoid damage to grains,
resistance to ultrasonic treatment must be previously evaluated.

ZUSAMMENFASSUNG

EINE AUTOMATISCHE METHODE ZUR ZÄHLUNG VON POLLENKöRNERN :

UNTERSUCHUNG DER PRODUKTION VON SONNENBLUMEN-POLLEN

(HELIANTHUS ANNUUS L., COMPOSITAE)

Es wird eine bequeme Methode zur Zählung von Pollenkörnern vorgestellt, um die Produktion
von Sonnenblumen-Pollen zu bestimmen. Nach Azetolyse und Ultraschall-Behandlung werden die

Pollenkörner mit einem « Coulter Counter » gezählt.

Durchführung der Methode :

1.) 10 reife, noch nicht geöffnete Einzelblüten werden in ein Becherglas gebracht und in

einigen Tropfen destillierten Wassers mittels eines Rührstabes aus Glas zerrieben. Anschlie&szlig;end lä&szlig;t

man 10 ml reiner Schwefelsäure durch 24 h einwirken.



2.) Zugabe von 90 ml einer 2 % wässrigen Triton-Lösung und so lange zentrifugieren, bis man

ein einziges Sediment erhält. Jede Zentrifugation erfolgt bei 3 000 t/mn (etwa 700 g) durch

7 Minuten.

3.) Durchführung einer Azetolyse nach der Methode ExnrMnN (1960)

4.) Auflösung des Sediments in 5 ml Alkohol bei 95 °C und Behandlung mit Ultraschall von

einer Frequenz von 50 Kilozyklen/sec. während 15 min.

5.) Konzentrierung der Partikel (Pollen) durch Zentrifugation und Auflösung in 50 ml Isoton.

Diese Lösung wird zur Durchführung von vier aufeinanderfolgenden Messungen im « Coulter

Counter » benutzt.

Diese Methode ermöglicht die schnelle Verarbeitung einer gro&szlig;en Pollenzahl mit hoher

Reproduzierbarkeit. Angewandt auf Einzelblüten von Sonnenblumen, können Unterschiede in del

Pollenproduktion zwischen Genotypen und zwischen Blütenköpfen eines bestimmten Genotyps
festgestellt werden.

Diese Zählmethode kann auch auf andere Pflanzen angewandt werden ; um aber Schäden an
den Körnern zu vermeiden, mu&szlig; vorher ihre Widerstandsfähigkeit gegenüber der Ultraschall-

Behandlung geprüft werden.
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