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L̓ hybridation interspécifi que entre Phaseolus coccineus L. et Phaseolus vulgaris L. est utile pour lʼamélioration génétique 
du haricot commun. L̓ utilisation du cytoplasme de P. vulgaris lors de ces hybridations aboutit généralement à un retour plus 
ou moins rapide à la forme maternelle dans les générations ultérieures. Lorsque P. vulgaris est pollinisateur, les croisements 
se soldent par des avortements dʼembryons à un stade précoce de leur développement (embryons globulaire ou cordiforme). 
Une compétition entre lʼalbumen et lʼembryon, dʼune part, et entre le suspenseur et lʼembryon, dʼautre part, conduirait à des 
diffi cultés dʼalimentation du jeune embryon. Des coupes histologiques fi nes en résine de Méthacrylate de 2-Hydroxyéthyle 
(HEMA) réalisées sur des embryons des génotypes de P. coccineus (NI16) et P. vulgaris (NI637 et X707), ainsi que leur 
combinaison génotypique (NI16 × NI637 et NI16 × X707 dans les deux sens du croisement), permettent dʼexpliquer 
partiellement ces avortements. Les observations portent sur des embryons âgés de 3 à 6 jours après pollinisation (JAP). Le 
développement de lʼembryon (suspenseur et embryon proprement dit) est plus lent dans le cas des hybrides que chez les 
génotypes parentaux quel que soit le sens du croisement. Les invaginations des cellules de base du suspenseur, observées 
lorsque P. coccineus est parent femelle sont caractéristiques du cytoplasme de ce dernier. La dégradation (ou prolifération) 
de lʼendothélium chez les embryons hybrides serait plutôt liée au degré atteint par le processus dʼavortement de lʼembryon 
concerné.
Mots-clés. Embryon, génotype, incompatibilité, histologie, hybridation interspécifi que, Phaseolus.

Comparative early embryogenesis in crossings between Phaseolus coccineus L. and Phaseolus vulgaris L. The 
interspecifi c hybridization between Phaseolus coccineus L. and Phaseolus vulgaris L. is useful for the genetic improvement 
of the common bean. The use of the P. vulgaris cytoplasm for such hybridizations leads usually to a rather fast return to 
the maternal form in the subsequent generations. When P. vulgaris is the pollinator, crosses result in early embryo abortion 
(globular or heart-shaped embryos). A competition between the endosperm and the embryo, on the one hand, and between the 
suspensor and the embryo, on the other hand, could generate diffi culties of feeding young embryos. Histological sections using 
the 2-Hydroxyethyl Methacrylate (HEMA) resin method on the embryos of P. coccineus (NI16) and P. vulgaris (NI637 and 
X707) genotypes, as well as on their genotypic combination (NI16 × NI637 and NI16 × X707 and reciprocal crosses) enable 
us to explain partially these abortion cases. Observations concern embryos from 3 to 6 days after pollination (DAP). Embryo 
development (suspensor and embryo proper) of the hybrids is slower than that of the parents whatever the crossing. Ingrowths 
of suspensor basal cells observed when P. coccineus is the maternal parent are characteristic of the presence of the cytoplasm 
of these species. Endothelium deterioration (or proliferation) in hybrid embryos would rather be related to the degree reached 
by the process of abortion in the embryo concerned.
Keywords. Embryo, genotype, incompatibility, histology, interspecifi c hybridization, Phaseolus.
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1. INTRODUCTION

L̓ hybridation interspécifi que est souvent utilisée pour 
faciliter lʼéchange génétique chez de nombreux végé-
taux. Au sein du genre Phaseolus (Debouck, Smartt, 
1995), le stade auquel aboutit le développement de 
lʼembryon hybride dépend de la combinaison inters-
pécifi que ainsi que du sens du croisement (Mok et al., 
1986 ; Sabja et al., 1990 ; Nguema et al., 2004). Pour 
améliorer la résistance du haricot commun (Phaseolus 
vulgaris L.) aux maladies et ravageurs, on fait appel 
à deux espèces donneuses du pool génique primaire : 
P. coccineus L. et P. polyanthus Greenm. Ces hybrida-
tions se heurtent cependant aux barrières dʼincompati-
bilité (Baudoin, 2001) et aboutissent très régulièrement 
à lʼavortement précoce des embryons (Geerts et al., 
2002).

Certaines structures embryonnaires jouent un rôle 
important dès la double fécondation jusquʼau stade 
cordiforme de développement de lʼembryon (Lester, 
Kang, 1998 ; Mattys-Rochon et al., 1998 ; Devic, 
Guilleminot, 2001). Cʼest le cas du suspenseur qui, 
dʼune part constitue un support physique pour lʼem-
bryon (Yeung, Meinke, 1993 ; Yeung et al., 1996) et, 
dʼautre part, intervient au cours de la phase prélimi-
naire du développement de la graine grâce à son rôle 
structural, de stockage et de véhicule de nutriments 
vers lʼembryon (Harada, 1999 ; Guyon et al., 2002 ; 
Lopez-Almansa et al., 2004). Le suspenseur est consti-
tué dʼau moins dix cellules (Yeung et al., 1996) lorsque 
lʼembryon atteint le stade cordiforme.

Une étude histologique comparative des embryons 
de même âge, autofécondés et hybrides devrait permet-
tre de comprendre les mécanismes dʼincompatibilité 
impliqués.

Ce travail vise à caractériser les changements mor-
phologiques que lʼembryon subit lors des premières 
étapes de la croissance. Ces observations contribueront 
à une meilleure connaissance du développement 
dʼembryons zygotiques et pourraient suggérer des 
solutions pour contourner les dites barrières et obtenir 
des hybrides viables.

2. MATÉRIEL ET MÉTHODES

2.1. Matériel végétal et conditions de culture

Les génotypes utilisés sont NI16 de P. coccineus, 
NI637 et X707 de P. vulgaris. Ils sont respectivement 
dʼorigine rwandaise, brésilienne et colombienne. Ils 
sont identifi és par leur numéro dʼintroduction (NI) 
ou leur numéro dʼattente dʼintroduction (X) au Jardin 
Botanique National de Belgique.

Les semences sont scarifi ées, puis mises en pré-
germination dans des boîtes de Pétri, sur papier fi ltre 
imbibé dʼeau distillée. Elles passent deux à trois jours à 

lʼobscurité dans une étuve (24 ± 1 °C). L̓ apparition des 
premiers organes radiculaires et/ou foliaires marque la 
levée. Les plants sont empotés dans du terreau et placés 
dans une chambre conditionnée, caractérisée par
– une température jour/nuit de 24/20 °C,
– une humidité relative de 75 % ± 20 %,
– une photopériode jour/nuit de 12 h/12 h,
– une irradiance de 170 μmol.m-2.s-1.

Le substrat est composé de : 80 % de terreau 
Klasmann 4 spécial n°26, 15 % de tourbe, 5 % de sable 
du Rhin et dʼengrais organique (environ 6 g/10 l de 
mélange). Il est régulièrement arrosé et enrichi par une 
solution nutritive (Otoul, Le Marchand, 1974) dès la 
huitième semaine après le semis.

2.2. Pollinisations

Les génotypes de P. vulgaris (NI637 et X707) sont 
autogames, tandis que la pollinisation est réalisée 
manuellement chez le génotype NI16 de lʼespèce allo-
game P. coccineus. Les croisements interspécifi ques 
sont réalisés selon la méthode de Buishand (1956).

2.3. Protocole histologique

Le protocole histologique est celui utilisé par Lecomte 
(1997), décrit par Ruzin (1999) et amélioré par Geerts 
(2001).

Les objets sont fi xés dans une solution à base de 
glutaraldéhyde (1,25 %) et de paraformaldéhyde 
(4 %). Une série de trois rinçages est ensuite effec-
tuée dans un mélange équilibré de NaH2PO4

.2H2O et 
Na2HPO4

.2H2O. Les échantillons sont déshydratés 
dans un gradient croissant de concentration dʼalcool 
éthylique (30 %, 50 %, 70 %, 90 %, 95 % et 100 %). 
La pré-infi ltration est faite dans un mélange de résine 
pure (™Technovit 7100) et dʼéthanol absolu (50/50). 
Elle est suivie de lʼinfi ltration proprement dite, puis de 
lʼenrobage des objets pour lʼobtention des histoblocs 
en résine dans du Méthacrylate de 2-Hydroxyéthyle 
(HEMA). Enfi n, des coupes de 3 à 5 μm sont effec-
tuées à lʼaide dʼun microtome rotatif (Micron H360) 
équipé de couteaux Ralf en verre. Les coupes sériées 
sont réalisées dans lʼaxe longitudinal des ovules en 
vue dʼobserver lʼembryon et le suspenseur dans toute 
leur longueur. Elles sont ensuite colorées au bleu de 
toluidine selon la procédure de Gutmann (1995) pour 
lʼobservation générale des structures.

Les lames porte-objet sont recouvertes de lamelles à 
lʼaide dʼune à trois gouttes de lʼagent de montage DPX 
(BDH360294H). Les coupes sont observées à lʼaide 
dʼun microscope Nikon (Model Eclipse E800). Les 
images, prises par une caméra vidéo couleur de type 
JVC 3-CCD (model KY-F58), sont saisies par le logi-
ciel Archive Plus 4.1 utilisant le contraste Gamma.
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2.4. Observations et mesures

Dans ce travail, le terme « embryon » se réfère au 
suspenseur et à la partie organogénétique diploïde 
de lʼembryon dénommé « embryon proprement dit » 
(Esau, 1965). Le suspenseur est arbitrairement divisé 
en deux zones pour faciliter la description. La base du 
suspenseur est élargie et rattachée au tissu maternel. 
Sa partie supérieure, plus étroite constitue le corps du 
suspenseur. Les mesures portent sur des coupes longi-
tudinales axiales et médianes dʼembryons.

Les cellules du suspenseur sont comptées. Sa 
longueur et sa surface sont mesurées à partir du micro-
pyle jusquʼau point de jonction du suspenseur et de 
lʼembryon proprement dit. La longueur de lʼembryon 
est prise suivant lʼaxe longitudinal, de la base du sus-
penseur jusquʼà lʼextrémité apicale de lʼembryon, vers 
la chalaze. Sa largeur est prise dans sa portion la plus 
étendue. L̓ épaisseur de lʼendothélium est calculée à 
partir de mesures faites en différents points tout autour 
du sac embryonnaire et de lʼembryon.

Les stades successifs de développement de lʼem-
bryon peuvent être identifi és. Il sʼagit notamment des 
stades globulaire, cordiforme et cotylédonaire (Brady, 
Clutter, 1972 ; Walbot et al., 1972).

La description des principales structures 
embryonnaires se rapporte notamment au stade de 
développement de lʼembryon, la présence de cellules 
de lʼalbumen, lʼintégrité de lʼendothélium, lʼaspect 
présenté par les cellules basales du suspenseur et le 
suspenseur lui-même.

Pour chaque structure embryonnaire observée, cinq 
mesures sont prises sur trois ovules du génotype ou du 
croisement concerné. Le calcul des statistiques des-
criptives des quinze valeurs obtenues est fait à lʼaide 
du logiciel MINITAB 14.

3. RÉSULTATS

Le tableau 1 récapitule les paramètres mesurés sur le 
suspenseur des embryons âgés de 3 à 6 JAP (jours après 
pollinisation) issus, dʼune part, dʼautofécondations des 
génotypes de P. coccineus (NI16) et P. vulgaris (NI637 
et X707) et, dʼautre part, des embryons hybrides 
résultant des croisements réciproques P. coccineus × 
P. vulgaris.

À 3 et 4 JAP, le nombre de cellules du suspenseur 
du génotype X707 est plus élevé par rapport aux autres 
génotypes et hybrides, tandis que les valeurs minimum 
se retrouvent chez le génotype NI16 de P. coccineus. 
À 5 JAP, le nombre de cellules du suspenseur est assez 
proche entre les génotypes parentaux et les hybrides 
utilisant NI16 comme parent maternel. À cet âge, le 
nombre minimum de cellules du suspenseur est de 14 
quelle que soit lʼorigine de lʼembryon. Entre 5 et 6 JAP, 

la croissance du nombre de cellules du suspenseur se 
poursuit, excepté dans les combinaisons génotypiques 
réciproques impliquant NI16 et X707. À 6 JAP, NI16 
présente une valeur plus élevée pour lʼensemble des 
observations, soit 26 cellules.

La longueur du suspenseur à 3 et 4 JAP est plus fai-
ble chez le génotype NI16, et plus élevée chez le géno-
type NI637. À 5 et 6 JAP, les génotypes de P. vulgaris 
(NI637 et X707) atteignent le stade cotylédonaire et la 
longueur de leur suspenseur est maximale. Par contre, 
chez les embryons issus des croisements utilisant le 
cytoplasme de NI16, les tailles des suspenseurs sont 
plus petites et demeurent inférieures à 200 μm aux 
mêmes âges. Dans lʼensemble, la croissance du sus-
penseur se poursuit chez tous les embryons parentaux 
lors de nos observations. Il continue à se développer 
dans les croisements utilisant NI16 comme pollinisa-
teur, contrairement au cas où ce génotype est le parent 
maternel. Les valeurs sont plus élevées pour la taille du 
suspenseur et la longueur des embryons chez NI637 et 
X707 par rapport au génotype NI16.

L̓ augmentation de la taille du suspenseur semble 
liée à lʼévolution du nombre de cellules du suspenseur. 
Chez les génotypes parentaux, ces deux paramètres 
croissent rapidement et de façon continue. Quel que 
soit lʼâge de lʼembryon, le suspenseur des embryons 
hybrides se caractérise par la faiblesse de sa taille 
comparativement aux génotypes de P. vulgaris (NI637 
et X707). À partir de 5 JAP, le suspenseur du génotype 
NI16 de P. coccineus devient plus grand que celui des 
embryons hybrides.

La surface du suspenseur est croissante chez tous 
les génotypes et croisements à lʼexception de NI16 × 
X707, où la valeur est la plus petite à 6 JAP par rapport 
aux différents autres embryons. Le suspenseur de NI16 
devient le plus volumineux à 6 JAP. Cette grandeur 
reste malgré tout proche de celles des autres génotypes 
parentaux, de même âge. L̓ emprise des suspenseurs 
des embryons hybrides est en général inférieure de 
moitié à celle des embryons parentaux. Le ralentis-
sement de la croissance de la surface du suspenseur 
chez les embryons hybrides peut expliquer la réduction 
de la zone de contact entre le suspenseur, les cellules 
de transfert et les parois endothéliales. Ceci pourrait 
entraîner une sous-alimentation de lʼembryon et résul-
terait en lʼavortement de lʼembryon hybride.

Les fi gures 1 et 2 montrent lʼévolution de la largeur 
de lʼembryon dʼune part et la croissance de lʼembryon 
dʼautre part chez les génotypes parentaux (P. coccineus 
et P. vulgaris) et les hybrides réciproques résultant, 
âgés de 3 à 6 jours après pollinisation (JAP).

Les embryons de P. vulgaris (NI637 et X707) 
évoluent plus rapidement que ceux de P. coccineus 
(NI16).

Dès 3 JAP, les embryons de NI637 présentent une 
taille plus importante. Chez tous les génotypes paren-
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Tableau 1. Principales mesures du suspenseur des embryons parentaux et hybrides selon lʼâge des embryons, exprimé en jours 
après pollinisation (JAP) — Main measures of the suspensor of parental and hybrid embryos as a function of the number of 
days after pollination (DAP).

Espèces et  Phaseolus Phaseolus vulgaris L. P. coccineus (♀) × P. vulgaris P. vulgaris (♀) × P. coccineus
croisements  coccineus L.     
interspécifi ques      

Génotypes et  NI16 NI637 X707 NI16×NI637 NI16×X707 NI637×NI16 X707×NI16
combinaisons       
génotypiques       

Paramètres JAP X ± σ X ± σ X ± σ X ± σ X ± σ X ± σ X ± σ
  SE SE SE SE SE SE SE

Nombre de 3 2 ± 0,4 5 ± 0,8 10 ± 1,1 10 ± 1,1 2 ± 0,5 3 ± 0,9 3 ± 0,6
cellules du  20,0 15,6 11,0 11,1 25,0 30,0 20,0
suspenseur 4 4 ± 0,4 12 ± 1,1 13 ± 0,8 12 ± 1,4 6 ± 0,8 4 ± 0,9 6 ± 0,6
  10,0 9,1 6,4 9,5 14,3 22,5 10,5
 5 15 ± 1,9 16 ± 1,7 15 ± 1,3 15 ± 1,2 16 ± 1,1 14 ± 0,9 21 ± 1,8
  12,7 10,1 8,8 8,2 6,7 6,5 8,7
 6 26 ± 2,9 22 ± 1,2 22 ± 1,8 18 ± 1,1 12 ± 1,4 16 ± 0,6 20 ± 1,8
  11,1 5,5 8,4 6,1 11,7 3,7 8,8

Longueur  3 20,8 ± 1,2 105,5 ± 8,1 77,8 ± 9,6 53,5 ± 4,4 39,6 ± 1,3 58,6 ± 12,6 34,5 ± 5,2
du  5,8 7,7 12,3 8,2 3,2 21,5 15,1
suspenseur 4 31,3 ± 0,7 225,0 ± 8,5 209,6 ± 16,7 140,7 ± 10,0 86,7 ± 2,7 43,2 ± 4,4 37,0 ± 1,4
(μm)  2,2 3,8 8,0 7,1 3,1 10,1 3,9
 5 163,2 ± 8,7 238,6 ± 24,1 240,7 ± 20,6 159,0 ± 8,4 163,2 ± 13,7 200,9 ± 0,8 218,1 ± 27,5
  5,3 10,1 8,6 5,3 8,4 5,4 12,6
 6 315,8 ± 45,8 463,2 ± 41,7 388,2 ± 8,6 148,6 ± 10,4 154,3 ± 12,3 249,2 ± 8,0 305,4 ± 12,1
  14,5 9,0 2,2 7,0 7,9 3,2 3,9

Surface du 3 446 ± 42 3892 ± 186 2668 ± 339 2151 ± 602 1885 ± 375 1552 ± 393 608,9 ± 31,5
suspenseur  9,4 4,8 12,7 28,0 19,9 25,3 5,2
(μm2) 4 792 ± 24 10490 ±784 11258 ± 1017 8315 ± 785 4623 ± 623 776 ± 49 757 ± 52
  3,0 7,5 9,0 9,4 13,5 6,3 6,9
 5 10173 ± 1354 12630 ± 1908 15252 ± 1863 10190 ± 596 13195 ± 1253 9197 ± 277 10649 ± 544
  13,3 15,1 12,2 5,8 9,5 3,0 5,1
 6 31851 ± 7769 31657 ± 3095 30889 ± 2540 11701 ± 934 9422 ± 1347 15622 ± 874 18595 ± 1608
  24,4 9,8 8,2 7,8 14,3 5,6 8,6

Effectif : n = 15 ; X ± σ : moyenne ± écart-type ; SE : erreur standard (en pourcentage) de la moyenne.
1: plus petite valeur observée entre génotypes et combinaisons génotypiques de même âge.
1: plus grande valeur observée entre génotypes et combinaisons génotypiques de même âge.
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Figure 1. Évolution de la largeur de lʼembryon entre 3 et 
6 JAP — Evolution of embryo width from 3 to 6 DAP.

Figure 2. Évolution de la longueur de lʼembryon entre 3 et 
6 JAP — Evolution of embryo length from 3 to 6 DAP.
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taux, la courbe de croissance de la longueur de lʼem-
bryon est positive. Par contre, lors des hybridations, on 
observe un ralentissement à 4 JAP, notamment dans la 
combinaison génotypique NI16 × NI637. Ce fl échis-
sement devient nettement visible à 5 JAP. Il sʼagirait 
dʼun moment critique dans le développement de lʼem-
bryon et durant lequel le processus dʼavortement de 
lʼembryon hybride serait déclenché. En effet, lors des 
hybridations interspécifi ques, les principales structures 
embryonnaires croissent de la même manière jusquʼà 
5 JAP. Au-delà de ce délai, une diminution des valeurs 
calculées (Tableau 1) et un amoindrissement des cour-
bes dʼévolution (Figures 1 et 2) sont remarquables. 
À 5 et 6 JAP, les embryons issus du croisement entre 
P. vulgaris (♀) et P. coccineus sont plus grands que ceux 
issus des croisements réciproques (Figures 1 et 2).

L̓ évolution de la largeur et de la longueur des 
embryons se comporte de la même manière chez tous 
les génotypes et croisements. L̓ axe de la coupe nʼa 
pas toujours permis de disposer dʼune vue médiane 
complète de lʼembryon. De ce fait, certains embryons, 
quoique coupés longitudinalement, ne présentent pas 
leur portion la plus étendue de la largeur. Cela expli-
querait en particulier lʼévolution en dents de scie de la 
largeur de lʼembryon chez NI16 et NI16 × X707, ainsi 
que les variations importantes chez NI637.

Les fi gures 3 et 4 illustrent les coupes longitudi-
nales axiales dʼembryons autofécondés des génotypes 

de P. coccineus (NI16) et P. vulgaris (NI637 et X707), 
âgés de 3, 4 et 6 JAP.

Chez Phaseolus coccineus, dès le stade proem-
bryon, des invaginations à partir des parois cellulaires 
apparaissent à la base du suspenseur, traduisant la mise 
en place de mécanismes physiologiques spécifi ques. À 
3 JAP, lʼembryon est pré-globulaire (Photo 3a). Cʼest à 
4 JAP quʼil devient réellement globulaire. À la fi n de ce 
stade, les invaginations de la base du suspenseur sont 
très développées. L̓ embryon baigne dans un albumen 
liquide fortement nucléé (Photo 3b). La croissance de 
lʼembryon et surtout de lʼalbumen, qui reste longtemps 
coenocytique, est très rapide. Cela se caractérise par 
la présence de noyaux localisés dans le cytoplasme 
pariétal du sac embryonnaire. Les parois de lʼendothé-
lium sont faites de cellules allongées et aucun contact 
nʼexiste entre lʼembryon proprement dit et ces parois. 
Les nutriments transiteraient essentiellement par la 
base du suspenseur qui reste bien au contact du tissu 
ovulaire vers le micropyle (Lecomte, 1997). La pré-
sence de cellules de transfert est cependant suspectée 
de part et dʼautre de lʼembryon. Jusquʼau terme du stade 
cordiforme, il y a peu de modifi cations dans la struc-
ture générale des cellules suspensoriales. Ces cellules 
sont épaisses et la plupart des invaginations deviennent 
moins évidentes (Photo 3c). Cela implique lʼexistence 
de nouveaux changements préliminaires à lʼinitiation 
cotylédonaire et à la maturation de lʼembryon.
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Figure 3. Coupes longitudinales médianes dʼovules de P. coccineus (NI16) contenant des embryons autofécondés âgés de 3, 4 
et 6 JAP — Median longitudinal sections showing 3, 4 and 6 day-old embryos of P. coccineus (NI16).

a : L̓ embryon (emb) est pré-globulaire à 3 JAP. Il est limité de part et dʼautre par lʼendothélium (end) et des cellules de transfert (*). Cette 
position suggère un parcours réduit pour les nutriments entre lʼendothélium et le suspenseur (sus), dʼune part, et lʼembryon proprement dit, 
dʼautre part. L̓ albumen coenocytique (albn) est formé à partir des divisions du noyau de lʼalbumen primaire. Les invaginations apparaissent 
à la base du suspenseur (fl èches) — Embryo (emb) is pre-globular at 3 DAP. It is limited on all sides by the endothelium (end) leaving few 
place to cells of transfer (*). This position suggests a reduced way for nutrients between the endothelium and the suspensor (sus), on the 
one hand, and the embryo proper, on the other hand. Coenocytic endosperm (albn) is formed from divisions of the primary endosperm 
nucleus. Ingrowths appear at the basis of the suspensor (arrows). 
b : Lorsque lʼembryon a 4 JAP, il est globulaire et la base du suspenseur est faite de grandes cellules. Les cellules de transfert se dévelop-
pent de part et dʼautre de lʼembryon et au-dessus de lʼembryon proprement dit. L̓ albumen (alb) est en contact avec lʼembryon vers le sac 
embryonnaire (sac) — When the embryo reaches 4 DAP, it is at globular stage and the basis of the suspensor has swollen cells. Cells of 
transfer develop on all sides of the embryo and above the embryo proper. The endosperm (alb) is in contact with the embryo near to the 
embryo sac (sac). 
c : À 6 JAP, lʼembryon est cordiforme jeune. Du côté micropylaire (mic), on remarque lʼancrage des cellules de base du suspenseur, 
servant de support à lʼembryon. Il y a encore des cellules dʼalbumen (alb) en contact avec le côté apical de lʼembryon — At 6 DAP, there is 
a young heart-shaped embryo. At the micropylar end (mic), anchorage of suspensor cells serving support to the embryo can be observed. 
Endosperm (alb) cells still remain in contact with the apical end of the embryo.



102 Biotechnol. Agron. Soc. Environ. 2007 11 (2), 97–107 Nguema Ndoutoumou P., Toussaint A., Baudoin JP.

Chez P. vulgaris (Geerts, 2001), tout comme chez 
dʼautres légumineuses (Yeung, Meinke, 1993), juste 
après la double fécondation, la première division 
asymétrique du zygote sʼopère suivant la polarité entre 
lʼembryon proprement dit et la base qui évoluera en sus-
penseur. L̓ embryon est globulaire à 3 JAP (Photos 4a 
et 4d), le suspenseur est bien formé et la croissance 
de lʼembryon proprement dit est continue. La limite 
entre le sac embryonnaire et lʼembryon proprement 
dit est faite dʼune fi ne couche de cellules albuminées 
(Photos 4b et 4e). Les cellules de transfert constituées 
en assise bordent lʼembryon de part et dʼautre, au con-
tact de lʼendothélium. Entre 3 et 6 JAP, la croissance 
du suspenseur est rapide. Celui-ci assure le lien phy-
sique entre le tissu ovulaire et lʼembryon proprement 
dit. À 6 JAP, la forme effi lée du suspenseur persiste 
chez le génotype NI637 et lʼinitiation cotylédonaire 
prend le relais. Cela est caractérisé par lʼinterruption 
de lʼaugmentation du nombre de cellules du suspen-

seur (Tableau 1) et le début de la différenciation de 
la couche épidermique de lʼembryon. Les cellules 
de transfert sont visibles entre lʼembryon et la paroi 
interne de lʼendothélium (Photos 4c et 4f).

La fi gure 5 montre les coupes longitudinales axia-
les dʼembryons âgés de 3 à 6 JAP issus des croisements 
P. coccineus (♀) × P. vulgaris.

Lors des hybridations interspécifi ques, le nombre 
de cellules du suspenseur est faible à 3 JAP quel que 
soit le croisement. À cet âge, les embryons baignent 
dans de lʼalbumen liquide (Photos 5a et 5e). L̓ albumen 
nucléaire nʼest en contact ni avec lʼembryon ni avec 
lʼendothélium. Ceci suppose une diffi culté de transfert 
de nutriments vers lʼembryon. L̓ albumen est cellula-
risé le long de la paroi endothéliale, vers la chalaze. 
L̓ observation des coupes sériées dʼembryons hybrides 
P. coccineus × P. vulgaris révèle quʼen dépit de lʼinitia-
tion des divisions cellulaires à la suite de la fécondation, 
le développement de lʼembryon est ralenti. L̓ embryon 

Figure 4. Coupes longitudinales médianes des ovules de P. vulgaris âgés de 3, 4 et 6 JAP montrant des embryons autofécondés 
des génotypes NI637 (a, b et c) et X707 (d, e et f). À 3 JAP, les embryons (emb) sont globulaires (a et d). Du côté micropylaire 
(mic), la base du suspenseur (sus) est peu développée. Une masse de cellules dʼalbumen (alb) borde lʼembryon vers le sac 
embryonnaire (sac). La formation de lʼalbumen cellulaire se fait par une libre croissance de la paroi interne de lʼendothélium 
(end). À 4 JAP (b et e), les embryons ont atteint le stade de développement cordiforme. La base du suspenseur (sus) est bien 
délimitée. Vers 6 JAP (c et f), les cellules de lʼalbumen tendent à être complètement résorbées. Les embryons sont cotylédonai-
res jeunes. On voit mieux les cellules de transfert (*) de part et dʼautre du suspenseur, en contact avec lʼendothélium. Chez le 
génotype NI637, le suspenseur est fi liforme alors quʼil est plus énorme chez le génotype X707 — Median longitudinal sections 
showing 3, 4 and 6 day-old embryos of P. vulgaris genotypes NI637(a, b and c) and X707 (d, e and f). At 3 DAP, embryos are 
at the globular stage (a and d). In the micropylar end (mic), the basis of the suspensor (sus) is not well developed. A mass of 
endosperm cells (alb) limits the embryo close to the embryo sac (sac). The formation of nuclear endosperm is made by a free 
growth of the internal wall of the endothelium. At 4 DAP (b and e), embryos are at the heart-shaped stage. The basis of the 
suspensor (sus) is well delimitated. About 6 DAP (c and f), endosperm is disappearing. Embryos are at the young cotyledonar 
stage. The transfer cells (*) are all around the suspensor, and in contact with the endothelium. In the genotype NI637, the 
suspensor is fi liform while it is enormous in X707.
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Figure 5. Coupes longitudinales axiales dans des ovules P. coccineus (♀) × P. vulgaris contenant des embryons hybrides 
âgés de 3 à 6 JAP. Le côté micropylaire (mic) est indiqué à chaque fois. a à d : NI16 x NI637 ; e à h : NI16 x X707 — Axial 
longitudinal sections in a P. coccineus (♀) × P. vulgaris ovules (from 3 to 6 DAP) showing hybrid embryos. The micropylar 
end (mic) is indicated. a to d : NI16 × NI637 ; e to h : NI16 × X707.

a-e : Les embryons (emb) sont globulaires jeunes à 3 JAP. L̓ albumen coenocytique (alb) se forme à partir des divisions du noyau de 
lʼalbumen primaire. L̓ albumen liquide entoure les embryons, sans contact avec lʼendothélium (end). Il est cellularisé le long de la paroi 
endothéliale, vers le sac embryonnaire (sac) — At 3 DAP, embryos (emb) are at the young globular stage. The coenocytic endosperm (alb) 
is made from divisions of the primary endosperm nucleus. The liquid endosperm surrounds embryos, without contact with the endothelium 
(end). Endosperm is cellularized on the endothelial wall, towards the embryo sac (sac).
b-f : Les cellules de transfert sont absentes entre lʼembryon et lʼendothélium, à 4 JAP.
c-g : À 5 JAP, lʼembryon grossit latéralement. Le suspenseur (sus) est énorme et une traînée de cellules dʼalbumen sépare le sac embryon-
naire de lʼembryon. La croissance de lʼalbumen est matérialisée par la présence de cellules fortement nucléées — At 5 DAP, embryo grows 
laterally. The suspensor (sus) is enormous and endosperm cells separate the embryo sac from the embryo proper. The endosperm growth is 
materialized by the presence of cells abundantly nucleated.
d-h : Jusquʼà 6 JAP, les embryons hybrides sont encore globulaires, quelle que soit la combinaison génotypique concernée — Until 6 DAP, 
hybrid embryos are globular whatever the crossing.
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est toujours sphérique, son suspenseur court ne com-
porte pas plus de trois cellules. À 5 JAP, lʼembryon 
sʼest développé latéralement (Photos 5c et 5g).

À 6 JAP, ces embryons sont toujours globulaires 
(Figure 5). L̓ embryon est séparé du sac embryonnaire 
par une couche épaisse de cellules dʼalbumen forte-
ment nucléées. La croissance de lʼembryon est lente 
mais axiale et radiale à la fois.

Dans la combinaison génotypique NI16 × NI637, 
la croissance de lʼembryon est plus lente que dans tout 
autre combinaison. Dans le croisement NI16 × X707, 
les invaginations à la base du suspenseur (Photo 5h), 
déjà signalées chez le génotype maternel NI16, sont 
aussi présentes à 6 JAP. Chez tous les embryons hybri-

des, lʼalbumen persiste avec des nuances au niveau de 
la vacuolisation des cellules. Les cellules endothéliales 
persistent aussi à 6 JAP au voisinage de lʼembryon. 
La prolifération de lʼendothélium est signalée unique-
ment dans les ovules où le processus dʼavortement 
est enclenché. Autour de lʼembryon proprement dit, 
lʼendothélium est fait dʼune ou deux couches de cellu-
les. Par contre, vers la chalaze, une simple couche de 
cellules rangées côte à côte est visible.

La fi gure 6 présente les coupes longitudinales axia-
les dans les ovules de P. vulgaris (♀) × P. coccineus, 
contenant des embryons âgés de 5 et 6 jours après 
pollinisation. Les embryons sont globulaires tardifs 
à 5 JAP (Photos 6a et 6b) puis cordiformes jeunes à 

Figure 6. Coupes longitudinales axiales dans des ovules P. vulgaris (♀) × P. coccineus contenant des embryons hybrides âgés 
de 5 et 6 JAP — Axial longitudinal sections in a P. vulgaris (♀) × P. coccineus ovules showing hybrid embryos at 5 and 6 
DAP.
a et c : NI637 × NI16 ; b et d : X707 × NI16. Les embryons (emb) sont globulaires tardifs à 5 JAP tandis quʼils atteignent le stade 
cordiforme jeune à 6 JAP. Le suspenseur (sus) est bien développé du côté micropylaire et une mince couche de cellules albuminées (alb) 
sépare lʼembryon proprement dit (emb) et le sac embryonnaire (sac). La présence de cellules de transfert (*) entre lʼembryon et lʼendothé-
lium (end) est visible dans certains cas — a and c: NI637 × NI16; b and d: X707 × NI16. Embryos (emb) are at the late globular stage at 
5 DAP while they reach the young heart-shaped stage at 6 DAP. The suspensor (sus) is enormous at the micropylar end and a thin layer 
of endosperm (alb) cells separates the embryo proper (emb) and the embryo sac (sac). Cells of transfer (*) are visible between the embryo 
and the endothelium (end) in some cases.
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6 JAP (Photos 6c et 6d). Ils sont bordés du côté cha-
lazien par une assise de cellules albuminées plus ou 
moins épaisse, selon la combinaison génotypique. Le 
contact est étroit entre, dʼune part, le suspenseur et le 
micropyle et, dʼautre part, entre le suspenseur, lʼem-
bryon proprement dit et les parois endothéliales. Les 
cellules de transfert sont perceptibles dans certaines 
combinaisons génotypiques (Photo 6c).

4. DISCUSSION

L̓ embryogenèse est un stade critique de la vie des 
angiospermes (Harada, 1999). Elle détermine lʼor-
ganisation générale de la plante suivant deux plans 
simultanés (plan apex-base et plan radial).

Chez Phaseolus (Lecomte, 1997), le zygote subit 
dʼabord une division asymétrique et transversale 
donnant une cellule apicale qui évoluera en embryon 
proprement dit et une autre cellule fondamentale qui 
produira lʼhypophyse et le suspenseur, qui est un 
organe de transit impliqué dans le développement de 
lʼembryon (Yeung, Meinke, 1993). Son rôle essentiel 
sʼarrête assez tôt lors de lʼembryogenèse. Sa taille et 
sa forme diffèrent entre espèces et dʼun génotype à un 
autre. Son développement précède la différenciation de 
lʼembryon proprement dit.

Le futur embryon globulaire résulte des divisions 
des cellules centrales du proembryon, puis de la 
formation du procambium et du méristème de base. 
Vers 5 JAP, lʼembryon passe du stade globulaire au 
stade cordiforme et lʼactivité mitotique augmente, 
favorisant lʼinitiation des cotylédons chez P. vulgaris. 
À ce dernier stade, dʼautres phénomènes spécifi ques 
interviennent pour la maturation et la déshydratation 
de la graine (Yeung, Clutter, 1979 ; Harada, 1999 ; 
Devic, Guilleminot, 2001). Les nutriments sont essen-
tiellement alloués à ces fi ns plutôt quʼà la croissance 
des tissus embryonnaires.

La position médiane du suspenseur, entre la base 
micropylaire et lʼembryon proprement dit, présume une 
synthèse et sécrétion de substances nutritives destinées 
à lʼalimentation du jeune embryon. Lorsque lʼembryon 
atteint le stade cordiforme, le suspenseur est constitué 
dʼau moins dix cellules.

Les cellules de base du suspenseur, fortement 
nucléées, sʼincrustent dans la paroi du tégument interne 
(Figures 3 et 4). Ce fait traduit lʼactivité intense du 
suspenseur, jusquʼau stade cordiforme de lʼembryon. 
Il est probable que, chez Phaseolus, le suspenseur soit 
plus actif que lʼembryon proprement dit pour la syn-
thèse de lʼacide ribonucléique et des protéines durant 
lʼembryogenèse précoce (Walbot et al., 1972 ; Sussex 
et al., 1973 ; Yeung et al., 1996).

Le développement de lʼembryon du génotype NI16 
(de P. coccineus) concorde avec la description de Yeung 
et Clutter (1978). La formation des invaginations à la 

base du suspenseur commence tôt (au stade globulaire) 
chez NI16. Le suspenseur a évolué fortement jusquʼau 
stade cordiforme. L̓ activité métabolique à la base du 
suspenseur est traduite par la présence de grandes cel-
lules. Cela concorde avec les conclusions antérieures 
de Walbot et al. (1972), Sussex et al. (1973), Yeung et 
Clutter (1978) et Budimir (2003–2004). Cʼest au stade 
cordiforme que le suspenseur atteint sa taille maximale. 
Au-delà de ce stade, il régresse progressivement.

Avant le stade cotylédonaire, la proximité entre 
le corps du suspenseur, les cellules de transfert et les 
cellules de lʼalbumen serait favorable à lʼalimentation 
de lʼembryon. Yeung et Clutter (1978) et Geerts (2001) 
situent cette phase entre 4 et 5 jours après la pollinisa-
tion. En général, le suspenseur de P. coccineus est plus 
volumineux que celui de P. vulgaris, conformément 
aux travaux de Yeung et Meinke (1993). Une colonne 
de cellules de tailles différentes et rangées en deux 
assises constitue le corps du suspenseur.

Le développement de lʼembryon est similaire chez 
les génotypes parentaux (P. vulgaris et P. coccineus) 
au-delà du stade cordiforme. La différence se situe 
essentiellement au niveau du délai dans lequel lʼun ou 
lʼautre embryon aboutit à un stade de développement 
précis.

Les premières divisions cellulaires dans les croise-
ments P. coccineus × P. vulgaris apparaissent dès 3 JAP. 
Chez ces croisements, les embryons sont globulaires à 
6 JAP (Figure 5) alors quʼils ont déjà atteint au moins 
le stade cordiforme chez les génotypes parentaux 
(Figures 3 et 4). Ce décalage est aussi observé lors des 
croisements entre P. polyanthus (♀) et P. vulgaris, à 
un âge identique (Lecomte, 1997 ; Geerts, 2001). Le 
développement des embryons hybrides est lent par 
rapport aux embryons parentaux.

L̓ absence de prolifération de lʼendothélium peut 
sʼexpliquer par le retard dans les mécanismes dʼavor-
tement, dʼune part, et par la nature des génotypes 
parentaux utilisés dans les croisements, dʼautre part, 
contrairement aux observations de Geerts (2001).

La cause des avortements des embryons nʼest pas 
liée ici au manque de division du noyau de lʼalbumen 
primaire. Le zygote se divise normalement mais 
on observe plutôt un développement anarchique de 
lʼalbumen. Il se peut que lʼéchange de nutriments soit 
plus rapide chez P. vulgaris que chez P. coccineus. Ce 
transfert serait encore plus lent chez leurs hybrides réci-
proques. Ce qui favorise un développement plus rapide 
des embryons de P. vulgaris. Les besoins nutritifs de 
lʼembryon hybride P. coccineus × P. vulgaris seraient 
également plus élevés que dans les autres cas. Ainsi, 
une sous-alimentation des embryons au stade précoce 
de leur développement résulterait inévitablement en 
avortement.

En comparant les embryons globulaires des diffé-
rents génotypes et hybrides, il ressort que les cellules 
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basales du suspenseur des génotypes parentaux sont 
nettement plus grandes que celles des hybrides. Pour 
lʼensemble des autres paramètres mesurés, les géno-
types parentaux (NI16, NI637 et X707) montrent les 
valeurs les plus élevées. Par contre, les valeurs les plus 
faibles proviennent essentiellement des hybridations 
interspécifi ques.

5. CONCLUSION

Les observations faites in vivo ou lors de la culture 
in vitro dʼembryons (Yeung, Sussex, 1979) concordent 
sur lʼimportant rôle joué par le suspenseur au cours de 
lʼembryogenèse précoce chez Phaseolus.

Le nombre de cellules du suspenseur est supérieur 
ou égal à 10 au-delà de 4 JAP, chez les embryons 
parentaux et hybrides. Ce nombre ne traduit pas néces-
sairement le stade de développement de lʼembryon ni 
lʼimportance de la taille du suspenseur. Cependant le 
volume du suspenseur en dépend. Le suspenseur de 
NI16 est bien plus grand que celui des génotypes de 
P. vulgaris et des combinaisons génotypiques obser-
vées. Durant les premières étapes du développement 
embryonnaire, le suspenseur est fort sollicité (Yeung, 
Clutter, 1979). En effet, il joue un rôle actif, à la suite 
des premières divisions du proembryon en zygote 
au regard de lʼaspect pris par ses cellules basales. 
L̓ épaisseur et les invaginations observées à la base du 
suspenseur de NI16 traduisent des besoins élevés pour 
lʼalimentation de lʼembryon chez P. coccineus. Cette 
région du suspenseur participe fortement aux échan-
ges et au transit des nutriments entre lʼembryon et le 
tissu ovulaire (Lecomte, 1997). Lors des croisements 
P. coccineus × P. vulgaris, lʼendothélium préserve son 
intégrité jusquʼà lʼoccurrence des irrégularités histolo-
giques.

Le développement des embryons de P. coccineus 
est lent par rapport aux embryons de P. vulgaris. Les 
embryons hybrides ont un développement plus lent 
aussi par rapport aux embryons parentaux. Cette diffé-
rence est observée à 4 jours après la pollinisation.

L̓ avortement de lʼembryon semble plus lié à tout 
autre structure embryonnaire quʼau suspenseur ou à 
lʼembryon proprement dit. Il pourrait sʼagir du retard 
dans le développement de lʼalbumen observé au-delà 
de 5 JAP. Il est possible que les divisions de lʼalbumen 
se réduisent après 6 JAP. La majorité des avortements 
ont lieu à cet âge. Cʼest en fait le résultat dʼune 
coordination réduite du développement simultané de 
lʼembryon, de lʼalbumen et du reste du tissu maternel 
comme le pensent aussi plusieurs auteurs (Zenkteler, 
1991 ; Geerts, 2001 ; Tuyl et al., 2002). Les interac-
tions existantes entre lʼembryon et lʼalbumen au cours 
de lʼembryogenèse chez les hybrides interspécifi ques 
au sein du genre Phaseolus doivent faire lʼobjet de 

recherches approfondies. Le développement normal 
de lʼalbumen est un facteur important du déroulement 
des phénomènes post-zygotiques. À cette fi n, il serait 
opportun dʼentreprendre des études supplémentaires 
sur le développement de lʼalbumen lors des croise-
ments interspécifi ques et de compléter les observations 
histologiques similaires sur des embryons plus âgés 
des mêmes génotypes et croisements interspécifi ques.

Abréviations

DAP : Days after pollination
HEMA : Méthacrylate de 2-Hydroxyéthyle
JAP : Jours après pollinisation
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