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Détermination des niveaux de ploidie dans le genre
Actinidia LINDL. par cytométrie en flux.
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ABSTRACT - The cytogenetics of Aerinidia speciés are difficult by tra-
ditional methods because the chromosomes are small and numerous.
With flow cytometry it is possible to measure more than one hundred
samples per day : this technique gives the 2C value of interphasic
nuclel from diverse somatic tissues, which can be assimilated to the
ploidy index for a given species. Twelwe taxa of the Aetinidia genus
have been studied. The results with flow cytometry of contral plants
concorded with those from traditional eytogenetics : A, chinensis var.
deliciosa (cultivar Hayward) 2n = 174, A. polygama In = 58, A. ar-
guta In = | 16. Among A. arguta a diploid 2n = 58 and a hexaploid
(cultivar lssai) 2n = 174 are confirmed. Among the plants of our
botanical collection we have 2C values coherent with A. chinensis
var. chinensis 2n =58, A. hemsleyana 2n =58, A. eriantha In = 58,
A, kolomikta 2n = 58, A. rufa 2n =58, A. arguta (several clones)
2n =116, A. polygama In = 58 and A. melanandra 2n = 116. The
cultivars of A. chinensis var. deliciosa are hexaploid excepted one
sterile pentaploid. These results accord with earlier reports. The
following species whose chromosome counts are unknown, may be
classified by their 2C values as having the following DNA ploidy :
A. callosa var. formosana 2n = 58, A. arisanensis 2n = 58, A, arguta
var. purpurea In = |16, A. chinensis var. setosa 2n = 58. Measure-
ments on the leaves of adult vines or vitro-plants and the roots of
micro-cuttings or orchard vines of the same clone concord with each
other.

INTRODUCTION

Malgré le développement récent de la culture du kiwi, le
genre Actinidia LINDL. demeure encore peu connu (FER-
GUSON, 1990 ; BLANCHET et X1AOQ, 1992).
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RESUME - La détermination des nombres de chromosomes dans le
genre Actinidiz LINDL. est délicate par les procédéds traditionnels a
cause de leur faible taille et de leur grand nombre. La cytométrie en
flux permet de réaliser trés rapidement ce travail au rythme d'une
centaine d'échantillons par jour. Une douzaine de taxons du genre
Actinidia a été observée en fournissant une valeur 2C de la teneur en
ADN des noyaux interphasiques des tissus. Cette technique permet
une estimation du niveau de ploidie. Les résultats des plantes témoins
sont en accord avec ceux obtenus par des méthodes cytogénétiques
traditionnelles : Actinidia chinensis var. deliciosa (cultivar Hayward)
2n =174, A. polygama 2n = 58, A. arguta 2n = 116. Pour A. arguta
un diploide 2n = 58 er I'hexaploide (cultivar Issai) 2n = 174 sont
également confirmés. Parmi les plantes de nos collections nous avons
déterminé A. chinensis var. chinensis In = 58, A. hemsleyana 2n =
58, A. eriantha 2n = 58, A, kolomikta In = 58, A. rufa In = 58,
A. arguta (divers clones) 2n = 116, A. polygama 2n = 58, A. mela-
nandra 2n =] 16. Les cultivars d'A. chinensis var, deliciosa sont hexa-
ploides 2n = 174, sauf un pentaploide stérile. Ces résultats sont en
accord avec la bibliographie publiée & ce jour, Les espéces suivantes
dont les nombres chromosomiques sont inconnus ont éié classifiées
selon leur valeurs en 2C comme : A. callosa var. formosana 2n =358,
A. arisanensis 2n = 58, A, arguta var. purpurea 2n =116 et A. chi-
nensis var. setosa 2n = 58. Une bonne concordance a été obtenue
entre les dosages sur feuilles de plantes adultes et de vitro-plants ainsi
que sur les racines de micro-boutures ou de plantes de verger.

La systématique du genre notamment dans les taxons
proches du kiwi cultivé (Actinidia chinensis PLANCH. var.
deliciosa CHEV ) est éclairée par les différences de nombres
chromosomiques (ZHANG et BEUZENBERG, 1983).

Les limites de variabilité génétique (BLANCHET et
CHARTIER, 1991) au sein du kiwi cultivé imposeront
I'introduction de génes d’autres espéces pour une meilleure
adaptation aux conditions de culture. La connaissance du
nombre de chromosomes est alors utile au choix des géni-
teurs lors d'hybridations interspécifiques (WATANABE er
al., 1990).



L'origine de la polyploidie d’Actinidia chinensis PLANCH.
var deliciosa CHEV. (2n = 6x = 174) n'est pas connue. Le
progrés dans la connaissance du niveau de ploidie des autres
espéces permettra de formuler des hypothéses sur sa créa-
tion a partir des diploides, tétraploides et hexaploides
existants. Les études de ce type dans le genre Prunus MILL.
sur l'origine de Prunus domestica L. hexaploide a partir
d’autres Prunus diploides (SALESSES, 1981) indiquent le
potentiel de ce type de travaux pour la création variétale.
Les méthodes traditionnelles de comptage des chromosomes
sont longues et délicates. Le nombre élevé et la faible taille
des chromosomes dans le genre Actinidia LINDL. rendent
ce travail encore plus fastidieux. Comme chez d’autres
espéces la largeur des stomates a été proposée pour la déter-
mination des niveaux de ploidie, mais avec une fiabilité
a vérifier (PRZYWARA et al., 1988).

La cytométrie en flux, par sa grande rapidité, doit per-
mettre d’accélérer ces travaux. Cette technique n'a été que
peu employée a ce jour pour les arbres fruitiers (pour
le poirier MAERTENS, 1990 ; pour les agrumes OLLI-
TRAULT et MICHAUX-FERRIERE, 1992). L'objectif de
I’étude préliminaire présentée ici est de vérifier les possibi-
lités offertes par cette technique pour le genre Actinidia
LINDL.

Des travaux préliminaires sont engagés a la SRA de
Corse sur P’Actinidia (OLLITRAULT P. et LEGAVE,
communication personnelle, 1991).
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NOMBRES CHROMOSOMIQUES CONNUS

Parmi la cinquantaine d’espéces du genre, une dizaine
ont déja été étudiées (tableau 1). La nomenclature botani-
que retenue pour présenter ces valeurs n'est pas systémati-
quement celle sous laquelle elles ont été publiées, mais
celle qui parait la plus vraisemblable selon les données les
plus récentes de la systématique.

Pour Actinidia chinensis et ses variétés nous avons
employé provisoirement la nomenclature utilisée par BLAN-
CHET et XIAO (1992) :

- kiwi cultivé hors de Chine (Hayward) :
PLANCH. var. deliciosa CHEV.

A. chinensis

- kiwi de Taiwan : A. chinensis PLANCH. var. setosa LI.

- la plupart des cultivars chinois
var. chinensis.

. A. chinensis PLANCH.

Les nombres proposés par différents auteurs suggérent
une série polyploide avec un nombre de base x = 29, Sous
réserve de la fiabilité des comptages et des déterminations
botaniques, les variations observées indiquent l'existence

dans le genre d’une série polyploide : de diploide 4 hexa-
ploide.

TABLEAU 1 - Nombres de chromosomes des espéces d’Actinidia publiés dans la bibliographie.

Espece 2n Référence

A. arguta 116 BOWDEN 1940, 1945
22 116 DENG et SEN 1986
. 58 WATANABE 1990
i 116 "
" 174 "

A. arguta var.arguta 116 McNEILAGE et CONSIDINE 1989

A. arguta var. giraldi 58 .

A. callosa var. henryi 58 e

A. callosa var. discolor 58 YAO et CUI 1988

A. chinensis var. chinensis 58 McNEILAGE et CONSIDINE 1989
" 58 ZHANG 1983
" 58 DENG et SEN 1986

A. chinensis var. deliciosa 116 BOWDEN 1940, 1945
" 160 RIZET 1945
” 170 ZHANG et BEUZENBERG 1983
& 174 McNEILAGE et CONSIDINE 1989
i 174 ZHANG 1983
& 174 WATANABE 1990

A. eriantha 58 LU et TAO et PAN 1984
2 58 DENG et SEN 1986
” 58 MeNEILAGE et CONSIDINE 1989

A. hemsleyana 58 "

A. kolomikta 58 »
o 112 NAKAJIMA 1942

A. latifolia 58 DENG et SEN 195_56

A. macrosperma 116 YAOet CUI 1988

A. melanandra 116 McNEILAGE et CONSIDINE 1989
" 58 NAKAJIMA 1942
Al 116 BOWDEN 1940, 1945

A. polvgama 58 YAO et CUI 1988
Lid 58 WATANABE 1990

A. rubricaulis 58 7

A. rufa 58 McNEILAGE et CONSIDINE 1989

A. tetramera 58 YAO et CUI 1988
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On peut supposer qu'il s'agit certainement d'auto-
polyploides et d'allopolyploides provenant pour partie
d'hybridations et de croisements en retour naturels. La
longue durée de vie des plantes et la possibilité de multi-
plication végétative naturelle par marcottage (BLANCHET,
1991) leur permettent de disposer du temps suffisant pour
surmonter parfois les barriéres d'isolement naturelles.

MATERIEL VEGETAL UTILISE
Témoins.

En tant que témoins, nous avons utilisé les plantes de la
Nihon University & Fujisawa pour la série polyploide d'A.
arguta (SIEB. et ZUCC.) PLANCH. ex MIQ. (2n = 2x =
58, 2n = 4x = 116 et Issai 2n = 6x = 174) et pour A.
polygama (SIEB. et ZUCC.) MAXIM. (2Zn = 58) dont les
nombres chromosomiques publiés par WATANABE (1990)
sont parfaitement déterminés. L'A. argura hexaploide est
le cultivar Issai (Issaisarunashi).

L'autre témoin précisément connu par de multiples
comptages est le cultivar Hayward (2n = 6x = 174) d'4.
chinensis PLANCH. var. deliciosa CHEV. (McNEILAGE
et CONSIDINE, 1989).

Autres plantes.

Les autres Actinidia testés provenaient soit de plantes en
collection au Lycée Agricole de Montauban, soit de vitro-
plants en culture au Laboratoire d'Histophysiologie Végé-
tale de I'Université P. et M. Curie. Actinidia rufa (SIEB. et
ZUCC.) PLANCH. provenait également directement de
Fujisawa. Les taxons étudiés appartiennent soit :

- a4 la section Leiocarpae DUNN. constituée de plantes
résistantes au froid (BLANCHET, 1989) et d'un intérét
particulier dans les programmes d'amélioration génétique
pour les zones tempérées : arguta, kolomikta, polygama,
melanandra, rufa.

- & lespéce chinensis var. deliciosa (le cultivar femelle
Hayward et d'autres cultivars et semis proches) ou var.
chinensis et sefosa. Parmi ce matériel figurent les plants
d'origine du Museum National d'Histoire Naturelle de Paris
de 'espéce A. chinensis var. deliciosa décrits par CHEVA-
LIER (1941), dénommé museum dans les tableaux 2 et 5.

- a des espéces botaniques susceptibles d’étre employées
comme géniteurs (BLANCHET et X1AO, 1992) : eriantha,
hemsleyana, callosa et arisanensis.

Organes employés.

Les organes végétaux employés sont des fragments
d’environ un cm? de jeunes feuilles. Ces jeunes feuilles sont
obtenues en forgant sous serre au mois de janvier et février
des rameaux dormants d'une dizaine de centimétres pour les
plantes issues de verger ou prélevées directement sur les
vitro-plants.

Des racines prélevées directement sur les vitro-plants
et occasionnellement sur des plants de verger, ou bien culti-
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vées in vitro en milieu liquide, ont également servi de ma-
tériel d'étude.

Référence interne.

La plante utilisée comme référence interne dans chaque
mesure est le Petunia hybrida, lignée PPC6 (2n =2x =14
2C =12,85 pg, 41 p. 100 GC).

PRINCIPES DE LA CYTOMETRIE EN FLUX

Le principe de base est de mesurer la fluorescence asso-
ciée 4 chaque noyau aprés extraction et traitement par un
fluorochrome se fixant de maniére stoechiométrique sur
I'ADN (GALBRAITH, 1989 ; BROWN et BERGOUNIOUX,
1989). Llintensité de fluorescence est utilisée comme
mesure de PADN. La mesure en flux associe ce principe 2
celui du défilement, un par un, des noyaux cellulaires en
suspension & la cadence de centaines ou de milliers de par-
ticules par seconde devant un systéme optique, Ce systéme
optique comprend une source lumineuse et des détecteurs
de lumiére, qui permettent de quantifier la fluorescence
émise par les noyaux. Un microprocesseur gére 'ensemble,
convertit les signaux électroniques en signaux numériques,
coordonne les données, prépare les représentations graphi-
ques et les analyses statistiques.

Les résultats sont exprimés sous la forme d'un histo-
gramme de I"ADN nucléaire. Dans les cas simples, comme
pour les noyaux isolés de feuilles de Petunia ou de kiwi, ces
histogrammes sont dominés par un pic majoritaire corres-
pondant aux noyaux dérivés de cellules en GO-GI du cycle
prolifération/différenciation, avec une teneur en ADN 2C.

L'interprétation s’appuie sur la position des pics de
fluorescence par rapport & une référence connue et stable
(dans notre cas Petunia hybrida, lignée PPC6, 2n = 2x =
14 avec 2C = 2,85 pg d’ADN) et la finesse de ces pics
exprimés par son coefficient de variation (CV) (BROWN
et al., 1991). En supposant que la population 2C est homo-
géne en ADN, le CV de ce pic dominant est révélateur de
la qualité de la mesure, plus il est faible meilleure est la
préparation.

La surface des pics, c'est-d-dire le nombre de noyaux,
est de peu d'importance pour cette analyse. Des pics mi-
neurs sont évidents sur les figures. [ls correspondent aux
noyaux 4C de chaque espéce (sur nos axes logarithmiques,
1'"écart entre 2C et 4C est de 27 canaux).

Dans ces travaux on assimile le contenu en ADN au
nombre de chromosomes et au niveau de ploidie. Cette as-
similation n'est acceptable qu’avec l'essentiel des cellules
dans la méme phase non proliférante du cycle cellulaire
(I’analyse écarte finalement les endoréplications, cellules
en synthése etc.) et en supposant des chromosomes de
tailles voisines parmi les différentes espéces. En toute ri-
gueur, on devrait parler d’index d’ADN assimilable ou non
4 un niveau de ploidie. HIDDERMANN et al., (1984)
préconisent pour éviter I'ambiguité I'usage du terme ploidie
en ADN (DNA ploidy).
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METHODE UTILISEE

Les mesures ont été réalisées sur un cytométre EPICS V
(Coultronics France) avec laser Argon 2025-05 (Spectra-
Physics) réglé sur 100 mW a 351+354 nm.

La méthode pour extraire les noyaux et les marquer au
fluorochrome est détaillée dans BROWN et al. (1991). Un
morceau de feuille d’environ | cm? (en évitant les vascu-
larisations majeures) de I'échantillon d’Actinidia et du
témoin Petfunia sont placés ensemble dans une boite de
Pétri et recouverts de 500 microlitres de tampon froid
(4°C). Ces morceaux sont immédiatement hachés finement
avec une lame de rasoir, puis I'ensemble de la suspension
est filtré (30 micrométres) et placé dans un tube d’analyse
du cytométre. Le tampon est celui de GALBRAITH et al.
(1983) additionné de 5 pl/ml de f-mercaptoéthanol.

La formation de «fils» laiteux dans la préparation est
trés néfaste ; en réduisant la quantité de tissus employés, on
limite cette difficulté. L'emploi de tissus de racines réduit
également ces interférences.

Des solutions méres des fluorochromes sont préparées
dans I'eau distillée a 1 mg/ml : bisbenzimide Hoechst 33342
et DAPI (4 ,6-diamino-2-phenylindole dihydrochloride), tous
deux d'Aldrich Chimie (Strasbourg), bromure d'éthidium
(Sigma, St Louis). Elles se conservent ainsi des années a
-20°C, des mois & 4°C. Soit I'Hoechst, soit le DAPI est
ajouté sur les noyaux a une concentration finale de 5 pg/ml.
La coloration spécifique des liaisons A-T est stable aprés
une 4 deux minutes. Ces colorants sont peu chers, mais
nécessitent une source en ultraviolet sur le cytométre.
L’émission bleue est recueillie entre 408 et 530 nm.

Le marquage avec le colorant intercalant de I’ADN,
bromure d’éthidium, est plus fastidieux par la nécessité d'un
prétraitement de la suspension & la ribonucléase pour éviter
une interaction ARN-colorant. On prépare un stock de
ribonucléase A (RNase Réf. 111915 de Boehringer Mann-
heim) en solution & 1 p. 100 dans 12 g/l Tris, 6 g/l NaCl
et 100 g/l glycérol a pH 7,6, solution ayant ainsi 500 unités
d’activité par ml. Cette solution est portée a ébullition 20
minutes pour inactiver d’éventuels désoxynucléases conta-
minantes et stockée & -20° en petites aliquotes. On ajoute
10 pg/ml de cette solution RNase sur le filtrat aprés la
coupe, avec 50 pg/ml de bromure d’éthidium. Aprés 20 mi-
nutes & température ambiante, I’échantillon est analysé. Le
traitement & la RNase est seulement nécessaire pour une
quantification précise de la valeur 2C. Dans un criblage
rapide de ploidie on peut supprimer cette étape mais I'at-
tente de 20 minutes demeure nécessaire. Le bromure
d’éthidium est excité en lumiére U.V. ou visible. L'émission
est recueillie au-deld de 570 nm. Pour minimiser 1'inter-
férence éventuelle de la fluorescence de la chlorophylle,
on peut augmenter la concentration de Triton-X 100 dans
le tampon & 0,4 p. 100 (poids/volume).

Chaque histogramme correspond a environ 5000
noyaux. La position des pics est toujours exprimée en
canaux (sur une échelle 0-255), mais en paralléle on accu-
mule des données d’intensité avec amplification soit linéaire
soit logarithmique. Cette derniére méthode est intéressante
pour représenter des échantillons de ploidie assez varide.
Dans le travail présenté, le CV de Petunia (en échelle liné-
aire) était réguliérement de 3,0-3,5 p. 100 et celui d’Actini-
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dia spp. de 2,7-6,0 p. 100 avec une moyenne de 3,5 p. 100.

Les mesures sont, sauf dans quelques rares cas, la
moyenne de 5 échantillons de feuilles provenant de méme
plante, La méthode est extrémement rapide. Une équipe de
S personnes a pu mesurer une centaine d'échantillons par
jour sans difficulté particuliére. En analyse de routine ce
rendement peut étre multiplié par trois.

RESULTATS
Plantes témoins. .

La synthése des résultats est présentée dans les tableaux
2 4 5. Pour chaque échantillon analysé la position relative
de son pic de fluorescence dans |'histogramme est exprimée
par rapport & celle du pic de fluorescence de la référence
interne Petunia. Pour les échantillons les plus représentatifs
les histogrammes de répartition de l'intensité de fluorescen-
ce sont présentés d= la figure 1 & 3.

Pour les Actinidia témoins, les estimations d’ADN nu-
cléaire sont dans des rapports correspondant effectivement
aux niveaux de ploidie connus. Avec Hoechst 33342, les
rapports de position de leurs pics relativement 4 celui de
Petunia sont 0,60, 1,74 et 1,71 respectivement pour un di-
ploide (A. arguta 2n = 2x = 58), un hexaploide (Issai
2n = 6x = 174) et un autre hexaploide (Hayward 2n =
6x = 174). Les résultats avec DAPI sont, comme attendu,
trés semblables : 0,59, 1,22 et 1,72 respectivement pour un
diploide (4. polygama 2 n = 2x = 58), un tétraploide
(A. arguta 2n = 4x = 116) et un hexaploide (Hayward
2n = 6x = 174). Ces valeurs sont elless-mémes dans des
proportions proches de celles attendues selon les niveaux de
ploidie : 3 pour hexaploide/diploide (valeur expérimentale
291 = 1,72/0,59), 2 pour tétraploide/diploide (valeur
expérimentale 2,06 = 1,22/0,59).

Par contre les rapports obtenus avec le colorant interca-
lant bromure d'éthidium sont d’environ 14 p. 100 inférieurs
a ceux observés avec les colorants des A-T, Hoechst ou
DAPI : pour Hayward 1,47 contre 1,71 (Hoechst) et 1,72
(DAPI). Cet écart s’explique par la différence de teneur en
A-T des ADN des deux espéces (la référence interne Petunia
et 'Actinidia). Cette différence va moduler les intensités
relatives de fluorescence observées avec des colorants spéci-
fiques aux bases A-T en plus de la différence de quantité
d’ADN (GODELLE ez al., 1992).

Ainsi, pour calculer la quantité d'ADN en pg on doit se
limiter & un colorant intercalant dont le rapport d'intensité
relatif & une référence interne est indépendant de leur
composition en bases AT/GC. Pour Hayward, le rapport
de 1,47 pour bromure d'éthidium avec Perunia correspond
donc a 6x = 2C = 4,19 pg d'ADN (1,47 x 2,85 pg =4,19
pe).

Par contre, I'écart entre mesures avec un colorant
intercalant d’ADN et des colorants spécifiques a certaines
bases permet d’aprés GODELLE et al. (1992) de calculer la
composition en bases, en connaissant la composition de la
référence (Petunia est 41,0 p. 100 GC). Hayward est ainsi
calculé a 38,7 p. 100 GC.

Dans le cas d’A. chinensis var. deliciosa il n’est pas noté
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TABLEAU 2 - Rapport de la valeur 2C d’Actinidia spp. relative au 2C de Petunia avec le fluorochrome Hoechst 33342.

ADN relatif Actinidia/Petunia taxon d’Actinidia niveau de ploidie probable

0,52 kolomikta

0,51 kolomikta (microbouture)

0,56 polygama

0,57 polygama (microbouture)

0,57 an:sunenst‘s diploide

0,57 eriantha ‘ _ 0 =58

0,58 chinensis var. chinensis

0,58 hemsleyana

0,60 chinensis var. setosa &

0,60 arguta (2n = 2x = 58 témoin)

0,62 callosa var. formosana

1,20 arguta divers clones

1,19 arguta div. clones (microbouture) 2 -

1,21 arguta var. purpureda tetmplmdc

1,21 melanandra 2n =116

1,15 melanandra (microbouture )

1,74 arguta Issai (2n = 6x = 174, témoin)

1,71 chinensis var. deliciosa Hayward (2n = 6x = 174, témoin)

171 chinensis var. deliciosa Hayward, microbouture hexaploide
(2n = 6x = 174, témoin) n=174

1.71 chinensis var. deliciosa musewm (in vitro)

1,76 chinensis var. deliciosa museum (racines in vitro)

1,78 chinensis var. deliciosa tomuri (microbouture)

TABLEAU 3 - Rapport de la valeur 2C d’Aectinidia spp. relative au 2C de Petunia avec le fluorochrome DAPL.

ADN relatif Actinidia/Petunia taxon d'Actinidia niveau de ploidie probable
0,59 polygama (2n = 2x = 58, témoin) diploide
0,61 rufa 2n =58
1,72 chinensis var. deliciosa Hayward hexaploide
(2n = 6x= 174, témoin) 2Zn=174
1,22 arguta (2n = 4x = 116, témoin) tétraploide
2n=116
1,45 chinensis var. delicioca pentaploide
semis @ phénotype anormal 2n = 145

TABLEAU 4 - Rapport de la valeur 2C d'Actinidia spp. relative au 2C de Petunia avec le fluorochrome bromure d'éthidium.

ADN relatif Actinidia/Petunia taxon d'Actinidia niveau de ploidie probable
147 chinensis var, deliciosa Hayward (2n = 6x = 174, témoin) hexaploide
1,52 arguta Issai (2n = 6x = 174, témoin) 2Zn=174
0,47 kolomikta ’ ’
: 2 : 2 diploide
0,50 chinensis var. chinensis
. 3 : 2n=158
0,51 chinensis var. setosa
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TABLEAU 5 - Valeurs 2C en pg d’ADN déterminées d’aprés le bromure d'éthidium, et composition du génome
en bases (exprimée en GC et calculée d’aprés GODELLE er al., 1992) pour 7 taxons d’Actinidia spp. mesurés

par cytométrie de flux relativement a Petunia hybrida.

taxon d’Actinidia

kolomikta
polygama

chinensis var. setosa
arguta var. purpurea
melanandra

chinensis var. deliciosa (Hayward, témoin 2n = 6x = 174)

arguta, témoin (Issai 2n = 6x = 174)

2C (pg) Composition (GC p. 100)
1,34 41 4
1,40 40,8
145 39,0
2,85 38,1
2,85 38,0 .
4.19 38,7
433 389

de différence sensible entre les cultivars mailes (Tomuri
1,78) et femelles (Hayward 1,71, Museum 1,71 et 1,76).
Pour arguta et kolomikta il n'a pas été observé d'écarts.
Pour les autres espéces dont la ploidie était inconnue, le
jeune age des plants ne permet pas encore de connaitre
leur sexe. Les résultats ne donnent pas d'information sur
I'existence éventuelle d’hétérochromosomes.

La confirmation de la nature hexaploide du cultivar
Issai nous a conduit a I'observer plus précisément sur le
terrain. En fait il présente une pilosité discréte sur les
sépales et les jeunes tiges qui n'est pas caractéristique d'A.
arguta. Par contre la comparaison des protoplastes préparés
a partir de mésophylle foliaire d’A. arguta, d’A. arguta var.
purpurea et d'A. arguta «lssai», montre une grande similitu-
de en ce qui concerne leur taille et celle de leur chloroplas-
tes ; alors que les protoplastes préparés a partir de méso-
phylles foliaires d’A. chinensis var. deliciosa (Hayward) sont
deux fois plus grands (DERAMBURE et HIRSCH, 1992).
Il en est de méme en ce qui concerne la composition en
monosaccharides des mucilages. Le fucose et le xylose sont
présents chez les arguta et absents chez deliciosa. En fait
seule une analyse isoenzymatique comparative d'A. arguta
et d'A. arguta «lssai» permettra de connaitre leur relation
taxonomique.

Autres espéces.

Pour les autres plantes figurant dans les collections du
Lycée Agricole, les résultats sont présentés dans les tableaux
2 4 4, et dans les figures 1 a 3.

Pour les espéces évaluées par de précédents auteurs, les
degrés de ploidie probables d'aprés nos résultats sont
conformes a ceux publiés dans la bibliographie :

e diploides, 2n = 2x = 58 :

A. kolomikta (MAXIM. et RUPR.), MAXIM., A. polygama
(SIEB. et ZUCC.) MAXIM., A. hemslevana DUNN, A.
eriantha BENTH., A. rufa (SIEB. et ZUCC.) PLANCH, A.
chinensis PLANCH. var. chinensis.

o tétraploides, 2n =4x = 116 :

A. arguta (SIEB. et ZUCC.) PLANCH. ex MIQ., A. mela-
nandra FRANCH.

e hexaploides, 2n = 6x = 174 :
A. chinensis PLANCH. var. deliciosa CHEV.

Les plants males et femelles de la var. deliciosa se sont
tous révélés hexaploides.

Un cas particulier a été observé. Un individu issu d’un
semis de Hayward librement pollinisé par la méme variété
botanique, obtenu par M. GALIBERT (*), posséde un
phénotype déviant (feuille 2 a4 3 fois plus larges que Hay-
ward et gaufrées) et n’a jamais produit de fleurs. Cette
plante s’est révélée pentaploide (figure 2 et tableau 4).

Pour les espéces dont le niveau de ploidie était inconnu
a ce jour les degrés de ploidie probables d’aprés nos mesures
sont :

e diploides, 2n = 2x = 58 :

A. arisanensis HAYATA, A. callosa LINDL. var. formosana
FINET et GAGNEP, A. chinensis PLANCH. var. setosa L1.

e tétraploide, 2n =4x =116 :

A. arguta (SIEB. et ZUCC.) PLANCH. ex MIQ. var. purpu-
rea REHD.) C.F. LIANG.

Le statut diploide d’Actinidia chinensis PLANCH. var.
setosa LI est le résultat le plus intéressant et surprenant.
D’aprés sa morphologie (BLANCHET, 1991) on aurait pu
penser que cette espéce trés proche du kiwi cultivé (4etini-
dia chinensis PLANCH. var. deliciosa CHEV.) serait égale-
ment hexaploide.

(*) -GALIBERT Alfred, Saint Christol, 34000 LUNEL.
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FIGURE 1 - Histogramme des intensités de fluorescence de 5000 noyaux isolés ensemble de Perunia hybrida (référence
interne, P) et d'Actinidia spp. de la section Leiocarpae aprés marquage avec bishenzimide Hoechst 33342, L abscisse est

de 256 canaux aprés amplification logarithmique & 3 ordres.
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FIGURE 2 - Histogramme des intensités de fluorescence de
5000 noyaux isolés ensemble de Petunia hybrida (référence
interne, P) et de 3 taxons d'Actinidia chinensis aprés mar-
quage avec bisbenzimide Hoechst 33342. L'abscisse est de
256 canaux aprés amplification logarithmique a 3 ordres.

Selon les organes étudiés.

Il y a bonne concordance entre les résultats obtenu.s sur
feuille et sur racine. Ce point est important car parfois les
mesures sur les feuilles sont délicates du fait des interféren-
ces entre les produits secondaires extraits des feuilles et le
fluorochrome malgré la diversité des tampons (tableau 2
pour A. chinensis var. deliciosa). De méme il y a concordan-
ce entre les résultats obtenus sur feuilles de vitro-plants et
de plantes adultes (tableau 2).
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Valeurs 2C et composition en bases.

A partir des rapports mesurés avec le bromure d'éthi-
dium, nous avons calculé les valeurs 2C pour 7 taxons.
En confrontant les rapports avec bromure d’éthidium et
bisbenzimide Hoechst 33342, nous avons calculé la compo-
sition en bases, exprimée en GC (tableau 5).

CONCLUSIONS

L'accord entre ces présents résultats et les valeurs obte-
nues par des méthodes cytogénétiques traditionnelles con-
firme Pintérét de la cytométrie en flux pour la détermina-
tion des niveaux de ploidie dans le genre Actinidia.

En revanche la cytométrie de flux ne fournit évidem-
ment ni d'informations sur le nombre exact de chromo-
somes (mais sur 'estimation de leur quantité d’ADN assi-
milée au nombre de chromosomes) ni sur les associations
de chromosomes a la méiose (LU eral., 1984, WATANABE
ef al, 1992), qui ne peuvent étre observées que par des
techniques de microscopie traditionnelles.

Sur la quinzaine d’espéces dont le nombre chromoso-
mique est désormais connu, I’hexaploidie du kiwi cultivé
(A. chinensis PLANCH. var. deliciosa CHEV.) parait I'ex-
ception (avec le cultivar Issai). La diploidie parait la situa-
tion la plus fréquente. Les individus tétraploides observés
d'A. arguta et melanandra sont fertiles dans nos collections.
Cette fertilité est propablement due 4 une nature allopoly-
ploide, qui permet de surmonter la faible fertilité des auto-
polyploides. On ne peut exclure le fait que les individus
observés soient des plantes d’Arboretum déja issues d’hybri-
dations interspécifiques.

Il est désormais possible de traiter rapidement et a
moindre colt les nombreuses espéces d’Actinidia encore
mal connues. L'analyse systématique de la ploidie de plan-
tes spontandes croissant dans leur milieu naturel, des plantes
de nos collections et des espéces non encore étudiées est a
poursuivre, Elle devrait faciliter la compréhension de la
phyllogénie du genre Actinidia et la création d'individus
synthétiques nouveaux.
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FIGURE 4 Feuilles d'Actinidia
chinensis PLANCH. var. deliciosa.

A gauche cultivar Hayward (2n=
174).

A droite pentaploide (2n = 145)
d'origine GALIBERT a phénotype
anormal,
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me de deux variétés d'Acrinidia

DETERMINACION DE LOS NIVELES DE PLOIDIA EN EL GENERO

ACTINIDIA LINDL. POR MEDIO DE CITOMETRIA DE FLUJO.

P. BLANCHET, S. BROWN, A.-M. HIRSCH, D. MARIE
y K. WATANABE.

Fruits, May-Jun. 1992, vol. 47, n? 3, p. 451-460.

RESUMEN - La determinacién del nimero de cromosomas en el
género Actinidia LINDL. es muy delicado slgurcn do los prccedlmxcn
tos tradlcmnales, debido a su reducido tamafio y a su gran nlimero.
La citometria de flujo permite realizar muy ripidamente este trabajo
con un ritmo de una centena de muestras por dfa. Una docena de
taxones del género Actinidia fue estudiado obteniendose un valor 2C
del contenido de ADN de los rlul:leos interfisicos de los tejidos. Esta
técnica permite una estimacion del nivel de ploidia. Los resultados
de las plantas testigo coinciden con los obtenidos por medio de los
métodos citogenéticos tradicionales : Actinidia chinensis var. deli-

ciosa (cultivar Hayward) 2n = 174, A. polygama In = 58, A. arguta
2n = 116, Para A. arguta un diploide 2Zn = 58 y ¢l hexaploide (cul-
tivar Issai) 2n = 174 estan igualmente confirmados. Dentro de las
plantas de nuestras colecciones determinamos A. chinensis var. chi-
nensis 2n =58, A. hemsleyana 2n = 58, A. eriantha 2n = 58, A.
kolomikta In =58, A. rufa In =58, A. arguta (varios clones) 2n =
116, A. polygama 2n =58, A. melanandra In = 116. Los cultivares
de A. chinensis var. deliciosa son hexaploides 2n = 174, excepto un
pentaploide estéril. Fstos resultados estin de acuerdo con la biblio-
grafia pul:ihcada hasta el momento. Las especies siguientes, en las
cuales Ios niimeros cromosomicos son desconocidos, fueron clasifi-
cadas segilin sus valores en 2C como : A. callosa var. formosana 2n =
58, A. arisanensis In = 58, A. arguta var. purpurea 2n =116 y A.
chinensis var, setosa 2n = 58, Se obtuvo una buena con¢ordancia
entre las medidas realizadas sobre hojas de plantas adultas y plantas
in vitro.
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