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Introduction

Il existe deux stratégies pour conserver la diversité génétique : la
conservation in situ et la conservation ex situ, qui sont chacune
composées de différentes techniques. L’article 2 de la convention
sur la diversité biologique donne les définitions suivantes pour ces
deux stratégies de conservation (UNCED 1992) :

— la conservation ex situ correspond a la conservation d’éléments cons-
titutifs de la diversité biologique en dehors de leur milieu naturel ;

— la conservation in situ correspond a la conservation des écosyste-
mes et des habitats naturels et le maintien et la reconstitution de
populations viables d’especes dans leur milieu naturel et, dans le
cas des especes domestiquées et cultivées, dans le milieu ou se sont
développés leurs caracteres distinctifs.

La conservation ex situ est particulierement appropriée pour la
conservation des plantes cultivées et de leurs especes apparentées
sauvages, et la conservation in situ pour celle des especes sauvages
et des races locales a la ferme.

De nombreuses especes végétales, parmi les plantes alimentaires
majeures, produisent des semences qui présentent une phase de dés-
hydratation intense en fin de maturation. Elles sont donc tolérantes a
une déshydratation intense et peuvent étre conservées a basse tempé-
rature a 1’état déshydraté. Les semences de telles especes sont nom-
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mées orthodoxes (Roberts, 1973). Le stockage des semences ortho-
doxes est la méthode la plus largement utilisée de conservation ex situ
des ressources phytogénétiques, puisque 90 % des 6,1 millions
accessions stockées dans les banques de génes sont conservées sous
la forme de semences. Par opposition aux semences orthodoxes, un
nombre considérable d’especes, principalement d’origine tropicale
ou subtropicale, tels le cocotier, le cacaoyer ou de trés nombreux
arbres fruitiers ou forestiers produisent des semences qui présentent
une phase de déshydratation tres faible en fin de maturation, et qui
sont donc disséminées a des teneurs en eau relativement élevées. De
telles semences ne peuvent résister a la déshydratation et elles sont
souvent sensibles au froid. Elles ne peuvent donc pas étre conser-
vées dans les conditions de stockage traditionnelles des semences,
c’est-a-dire a basse température avec une teneur en eau réduite. Ces
semences, qualifiées de récalcitrantes, doivent étre conservées dans
des conditions d’humidité et de température relativement élevées
pour maintenir leur viabilité (Roberts, 1973). Cependant, méme
lorsqu’elles sont stockées dans des conditions optimales, leur viabi-
lité est limitée a quelques semaines ou mois. Il existe d’autres espe-
ces dont la conservation sous forme de semences pose des
problemes. Tout d’abord, certaines especes ne produisent pas de
semences et sont par conséquent propagées de maniere végétative,
comme le bananier et le plantain (Musa sp.). Ensuite, il existe de
nombreuses especes qui ont : soit des génotypes stériles, soit des
génotypes qui produisent des semences orthodoxes. Cependant, ces
semences sont hétérozygotes et ne peuvent donc pas étre utilisées
pour la conservation de génotypes particuliers. Ces plantes sont
généralement propagées de maniere végétative pour maintenir les
génotypes sous la forme de clones.

Traditionnellement, les especes dont la conservation pose des pro-
blemes sont conservées ex situ sous forme de collections en champ.
Cette méthode, si elle offre des avantages certains, présente cepen-
dant des inconvénients qui limitent son efficacité et menacent sa
sécurité (Engelmann, 1997). Les ressources génétiques de ces espe-
ces sont exposées aux ravageurs et aux maladies, aux calamités
naturelles comme la sécheresse ou les ouragans, aux erreurs humai-
nes et au vandalisme. De plus, elles ne sont pas sous une forme qui
facilite les échanges de matériel génétique a cause des risques éle-
vés de transfert de maladies lors de 1’échange de matériel végétatif.
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Les collections en champ sont coliteuses a maintenir et, par consé-
quent, elles sont a la merci de décisions économiques qui peuvent
limiter le niveau de réplication des accessions, la qualité de leur
entretien et méme leur survie en cas de difficultés économiques.
Méme dans les meilleures conditions, les collections en champ
nécessitent des intrants considérables sous forme de terrain, main
d’ceuvre, gestion, matériel et, de plus, leur capacité a conserver une
diversité importante est limitée.

Au vu de ces problemes, il n’est pas surprenant que des efforts aient
été faits pour améliorer la qualité et la sécurité de la conservation
offertes par les collections en champ et pour comprendre et régler
les problémes causés par la récalcitrance des semences, afin de ren-
dre le stockage des semences plus largement applicable. Cependant,
il est clair que des approches alternatives sont nécessaires pour la
conservation des ressources génétiques des matériels qui posent des
problemes et, depuis les années 1970, I’attention s’est tournée vers
les possibilités offertes par les biotechnologies, et de maniere plus
spécifique, la culture in vitro et la cryoconservation.

Biotechnologies pour la conservation
de la biodiversité végétale

Au cours des trente dernieres années, les techniques de culture in vitro
se sont largement développées et elles ont été appliquées a plus de
1 000 especes différentes (George, 1993a et b). Les techniques de
cultures de tissus sont d’un grand intérét pour la collecte, la multi-
plication et la conservation du matériel génétique (Engelmann,
1991 ; Pence et al., 2002). Les systemes de culture de tissus permet-
tent de propager le matériel végétal avec des taux de multiplication
élevés, dans un environnement aseptique. Des plantes exemptes de
virus peuvent étre obtenues par culture de méristemes en combinai-
son avec la thermothérapie, ce qui permet la production de stocks
exempts de virus et simplifie les procédures de quarantaine pour
I’échange international de matériel génétique. La miniaturisation
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des explants permet de réduire I’espace nécessaire pour la conser-
vation, et, par conséquent, de réduire les colits de main d’ceuvre
pour I’entretien des collections. Différentes techniques de conserva-
tion in vitro sont utilisées selon la durée de stockage recherchée
(Engelmann, 1991). Pour le stockage & court et moyen terme, on
utilise les techniques de conservation en croissance ralentie. Pour la
conservation a long terme, la cryoconservation, c’est-a-dire le stoc-
kage a température ultra basse, généralement celle de I’azote liquide
(-196 °C), est la seule méthode utilisable. Les techniques de conser-
vation en croissance ralentie et de cryoconservation sont décrites
dans les sections suivantes.

Conservation en croissance ralentie

Pour la croissance en vie ralentie, la technique la plus largement uti-
lisée est la réduction de la température qui peut étre combinée avec
une diminution de I’intensité lumineuse ou avec une culture a I’ob-
scurité. Des températures de I’ordre de 0-5 °C sont employées pour
les especes tolérantes au froid. Les especes tropicales sensibles au
froid, doivent étre conservées a des températures plus élevées, qui
dépendent de la sensibilité au froid de I’espece. Diverses modifica-
tions peuvent également étre apportées au milieu de culture afin de
ralentir la croissance (Withers et Engelmann, 1998). Les techniques
de stockage in vitro en croissance ralentie sont utilisées en routine
pour la conservation a moyen terme de nombreuses especes, a la
fois d’origine tropicale et tempérée, comme la pomme de terre, les
Musa, I’igname et le manioc (Engelmann, 1999). En 1996, la FAO
recensait environ 38 000 accessions conservées in vitro en vie
ralentie (FAO, 1996). Cependant, si la conservation in vitro semble
une option simple et pratique pour la conservation a moyen terme
de nombreuses especes, son utilisation nécessite une adaptation a
chaque nouveau matériel ainsi que des intrants continus, et des
questions se posent quant a la stabilité génétique du matériel stocké
pour certaines especes. Des directives techniques ont été publiées
récemment (Reed et al., 2004), qui peuvent servir de guide aux
chercheurs et gestionnaires des banques de genes pour 1’établisse-
ment et la gestion des collections in vitro de ressources génétiques.
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La cryoconservation

A la température de I’azote liquide, toutes les divisions cellulaires
sont stoppées et le métabolisme arrété. Le matériel végétal peut
ainsi étre conservé sans altération ni modification pendant des
durées théoriquement illimitées. De plus, les cultures sont stockées
dans un volume réduit, a 1’abri des contaminations et avec un entre-
tien limité. Il est important de réaliser que la cryoconservation est la
seule technique disponible a I’heure actuelle permettant la conser-
vation économique et en sécurité des ressources génétiques du
matériel végétal dont la conservation pose des problemes.

Certains matériels, comme les semences orthodoxes ou les bour-
geons dormants, présentent des processus naturels de déshydratation
et peuvent étre cryoconservés sans aucun prétraitement. Cependant,
la plupart des systemes expérimentaux employés en cryoconserva-
tion (bourgeons, embryons, suspensions ou cals) contiennent des
quantités d’eau intracellulaire élevées et sont donc extrémement sen-
sibles a la congélation puisqu’ils ne sont pas naturellement tolérants
a la déshydratation. Les cellules doivent donc étre déshydratées arti-
ficiellement pour les protéger des dégats causés par la cristallisation
de I'eau intracellulaire pour former de la glace. Les techniques
employées et les mécanismes physiques sur lesquels elles reposent
sont différents dans les techniques de cryoconservation classiques et
nouvelles (Withers et Engelmann, 1998). Les techniques classiques
sont basées sur la déshydratation pendant la congélation, alors que
les nouvelles techniques sont basées sur la vitrification. La vitrifica-
tion peut étre définie comme la transition de I’eau directement de la
phase liquide en une phase amorphe ou verre, en évitant la formation
de glace cristalline dommageable pour I'intégrité cellulaire. Les
techniques de cryoconservation classiques ont été appliquées avec
succes aux systemes indifférenciés comme les suspensions cellulai-
res et les cals (Withers et Engelmann, 1998). Dans le cas des cultu-
res différenciées, ces techniques peuvent étre employées seulement
pour la congélation d’apex d’especes tolérantes au froid. Dans les
procédures basées sur la vitrification, la déshydratation cellulaire est
réalisée avant la congélation en exposant les échantillons a des solu-
tions cryoprotectrices extrémement concentrées ou a la dessiccation
physique. La déshydratation est suivie par la congélation. Avec ces
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techniques, tous les problemes liés a la formation de glace intracel-
lulaire sont évités. Les procédures basées sur la vitrification offrent
des avantages pratiques par rapport aux techniques classiques. Elles
sont plus appropriées aux organes complexes comme les bourgeons
ou les embryons qui ont une structure histologique hétérogene. En
empéchant la formation de glace dans le systéme, les protocoles
basés sur la vitrification sont de mise en ceuvre moins complexe que
les protocoles classiques (ils ne nécessitent pas de congélateurs pro-
grammables) et ils ont un potentiel d’applicabilité beaucoup plus
large (Engelmann, 1997). Sept différentes techniques basées sur la
vitrification ont ét€ mises au point : encapsulation-déshydratation,
vitrification, encapsulation-vitrification, déshydratation, préculture,
préculture-déshydratation, congélation et gouttes et vitrification en
gouttes (Engelmann, 2004 ; Gonzalez-Arnao et Engelmann, 2006 ;
Sakai et Engelmann, 2007). Ces nouvelles techniques ont été utili-
sées pour la cryoconservation de bourgeons et d’embryons de nom-
breuses especes végétales d’origine tropicale et tempérée
(Engelmann et Takagi, 2000 ; Reed, 2008).

Bien que leur utilisation en routine soit encore limitée, il existe un
nombre croissant d’exemples pour lesquels la cryoconservation est
employée a grande échelle avec différents types de matériels qui
sont, ou non, tolérants a la dessiccation, qui comprennent des
semences d’especes orthodoxes ou récalcitrantes, des bourgeons
dormants, du pollen, des produits des biotechnologies et des bour-
geons prélevés sur des vitroplants (Engelmann, 2009). Ceci a été
rendu possible par le développement des nouvelles techniques
basées sur la vitrification a rendu possible son application a une
large gamme d’especes (Engelmann, 2004). Un avantage important
des ces nouvelles techniques est leur simplicité de mise en ceuvre,
puisqu’elles sont destinées a étre utilisées dans les pays tropicaux,
dans lesquels la plus grande partie des ressources génétiques des
especes posant des problemes de conservation est située. Pour un
nombre non négligeable d’especes a multiplication végétative, les
techniques de cryoconservation sont suffisamment avancées pour
pouvoir envisager leur utilisation immédiate en routine dans les
banques de génes. Les recherches sont nettement moins avancées
pour les especes a semences récalcitrantes. Ceci est dii au nombre
tres important de ces especes, qui sont principalement sauvages, et
au nombre limité d’activités de recherche visant a améliorer leur
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conservation. Cependant, il existe différentes approches techniques
pour améliorer leur efficacité et augmenter leur applicabilité aux
especes récalcitrantes. De plus, des recherches sont activement
conduites par différents groupes dans le monde pour augmenter les
connaissances sur les mécanismes biologiques et physiques sur est
basée la récalcitrance. Des résultats nouveaux sur des points clé
comme la compréhension et le contrdle de la sensibilité a la dessic-
cation contribueront de maniere significative au développement de
techniques de cryoconservation améliorées pour les espeéces a
semences récalcitrantes. A ce sujet, il est intéressant de mentionner
qu’un projet COST (European cooperation in the field of scientific
and technical research financé par 1’Union européenne (Action
COST 871 : Cryopreservation of crop species in Europe) a été initié
récemment. Cette action vise notamment a accroitre les connaissan-
ces fondamentales sur la cryoprotection par la détermination des
changements physico-biochimiques associés a la tolérance a la
cryoconservation et a développer et a appliquer de nouveaux proto-
coles de cryoconservation. Pour plus d’informations, le site Web
http://www.biw.kuleuven.be/dtp/tro/cost871/Home.htm peut E&tre
consulté. On peut donc attendre de maniere réaliste que dans les
années qui viennent, notre compréhension des mécanismes impli-
qués dans la cryoconservation augmente et que la cryoconservation
devienne plus fréquemment employée pour la conservation a long
terme des ressources phytogénétiques.

Conservation des ressources
génétiques du palmier dattier

Le palmier dattier joue un rdle clé dans I’écologie des zones arides
et désertiques du Maghreb, du Sahara, de la péninsule arabique,
ainsi qu’en Iran et jusque dans la vallée de 1’Indus au Pakistan. Il a
une tres grande importance économique et sociologique pour les
populations de ces régions, a la fois par sa production propre (dat-
tes et autres produits) et en permettant le développement d’une agri-
culture oasienne.
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Techniques classiques de conservation

On connait plus de 2 000 variétés de dattiers, mais nombre d’entre-
elles ont un rendement faible et leurs fruits sont de mauvaise qua-
lité (Zaid et al., 2002). Selon ces auteurs, le nombre de variétés
ayant un rendement acceptable est sans doute inférieur a 50, et 25 a
50 % de celles-ci ont un intérét commercial. Cependant, malgré leur
faible rendement, ces variétés ont souvent une valeur culturelle et
sociologique élevée, et elles peuvent également présenter des carac-
teres intéressants d’adaptation a des conditions particulieres et de
résistance aux maladies. La diversité génétique du palmier dattier
est traditionnellement conservée in situ dans les palmeraies sauva-
ges ou entretenues par I’homme. Il est cependant reconnu que les
ressources génétiques de cette espece sont menacées, du fait de la
dissémination a grande échelle d’un nombre restreint de variétés
d’intérét commercial (Jaradat, 2006). L’identification précise, la
caractérisation et la conservation de ces ressources génétiques ont
été identifiées comme une priorité importante par les membres du
Date Palm Biotechnology Network (Zaid et al., 2002).

Pour ce qui concerne la conservation ex situ du palmier dattier, le
Directory of Germplasm Collections de 'IBPGR (Bettencourt et
al., 1992) fait état de collections en champ en Algérie, Brésil,
République dominicaine, France, Inde, Iran, Irak, Maroc, Nigeria,
Afrique du Sud, Soudan, Taiwan et aux USA. D’autres publications
plus récentes font référence a 1’établissement d’autres banques de
genes, telles que la banque du Sultanat d’Oman qui comporte 187
variétés (Al-Yahyai et Al-Khanjari, 2008).

Les semences du palmier dattier sont classifiées comme orthodoxes
vis-a-vis de leur conservation (Hong et al., 1996). Nixon (1964) a
indiqué qu’elles pouvaient étre conservées 15 ans a température
ambiante. Plus récemment, Sallon et al. (2008) ont obtenu la germi-
nation d’une semence de dattier d4gée de 2 000 ans. Cependant, ces
semences sont hétérozygotes et ne sont donc que d’un intérét limité
puisqu’elles ne permettent que la conservation de genes et non de
génotypes particuliers.

Des essais de conservation de pollen ont également été réalisés.
Ainsi, Boughediri et al. (1995) ont montré que la viabilité de pollen
de palmier dattier au bout de 230 jours de stockage était supérieure
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lorsque la conservation avait lieu a 4 °C en présence de CaCl,, par
rapport a une conservation a 4 °C, a -20 °C ou apres lyophilisation.
Plus récemment, El-Mardi et al. (2000) ont montré, qu’apres
12 mois, la viabilité était supérieure pour une température de stoc-
kage de 4-5 °C par rapport a -18 °C ou 23-25 °C.

Biotechnologies et conservation
du palmier dattier

Les biotechnologies ont été utilisées pour conserver du matériel
cultivé in vitro et du pollen de palmier dattier.

Conservation en croissance ralentie

A notre connaissance, il n’existe qu’un seul rapport sur la conserva-
tion en croissance ralentie de cultures in vitro de palmier dattier.
Bekheet et al., (2002) ont indiqué que des cals et des vitroplants
du cv Zaghlool ont pu étre conservés a 5 °C a I’obscurité pendant
12 mois sur un milieu enrichi en sorbitol.

Cryoconservation

Chez le palmier dattier, les premiers travaux de cryoconservation
ont été réalisés en utilisant des techniques de congélation clas-
siques. Tisserat et al. (1981) et Ulrich et al. (1982) ont congelé des
cals embryogenes des variétés Medjool, Deglet Noor et Khadrawy.
Apres un prétraitement avec un mélange de polyéthyléne glycol,
diméthylsulfoxide (DMSO) et de glucose et une congélation lente
jusqu’a -30 °C, des plantules ont pu étre régénérées a partir des cals
congelés. La survie est beaucoup plus élevée pour les variétés
Deglet Noor et Khadrawy que pour Medjool. Des bourgeons préle-
vés sur des vitroplants des variétés Bou Sthammi noir, Zahidi et
Nabut Seif ont été cryoconservés en utilisant un traitement cryopro-
tecteur avec du saccharose et du DMSO suivi d’une congélation
lente jusqu’a - 40 °C (Bagniol et Engelmann 1991). Les pourcen-
tages de survie obtenus variaient entre 11,8 et 48,2 %, et la reprise
de croissance des apex était lente, la structure des apex étant forte-
ment altérée par la cryoconservation, comme 1’ont montré les étu-
des histologiques réalisées (Bagniol et al., 1992).
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Les nouvelles techniques de cryoconservation, basées sur la vitrifi-
cation, ont également été expérimentées avec le palmier dattier.
Mycock et al. (1995) ont ainsi congelé avec succes des embryons
somatiques en utilisant un prétraitement avec du glycérol et du
DMSO, suivi d’une déshydratation partielle jusqu’'a 0,4-7,7¢g
H20/g MS. L’addition de calcium et de magnésium dans le mélange
cryoprotecteur a permis d’améliorer la qualité de la reprise, en dimi-
nuant la callogenese et en augmentant le nombre d’embryons pou-
vant cryoconservés produisant des plantules (Mycock, 1999).

Plus récemment, des cals nodulaires de la variété Zaghlool ont été
cryoconservés en utilisant les techniques de préculture-déshydrata-
tion et de vitrification (Bekheet et al., 2007). Avec la préculture-
déshydratation, les conditions optimales, permettant une survie de
80 %, étaient les suivantes : prétraitement avec un milieu contenant
I M de saccharose, dessiccation jusqu’a 65,8 % de teneur en eau
puis congélation rapide. Avec la vitrification, une survie de 70 % a
été obtenue apres traitement des cals avec une solution de vitrifica-
tion composée de glycérol, éthyléne glycol, polyéthyleéne glycol et
DMSO pendant 80 min a 0 °C. Enfin, Fki et al. (2008) ont obtenu
70 % de survie apres congélation de masses proembryogenes de la
variété Barhee en utilisant la vitrification en gouttes, avec un traite-
ment des échantillons pendant 30 min avec la solution de vitrifica-
tion PVS2 avant la congélation.

La cryoconservation a également été testée avec des semences et du
pollen de palmier dattier. Ainsi, Al-Madeni et Tisserat (1986) rap-
portent que des semences ayant une teneur en eau de 7,8 % pou-
vaient étre stockées 546 jours a 0 °C, -20 °C ou -196 °C sans perte
de viabilité. Tisserat et al. (1985) ont obtenu le développement des
fruits et des rendements identiques en utilisant du pollen non-
congelé et cryoconservé.

Conclusion

En conclusion, I'importance d’organiser et de réaliser au niveau
international la conservation des ressources génétiques du palmier
dattier a été soulignée par plusieurs auteurs (Jaradat, 1995, 2006 ;
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Zaid et al., 2002), afin d’éviter la perte de variétés traditionnelles,
menacées par la dissémination a grande échelle d’un petit nombre de
variétés commerciales. Il est maintenant reconnu qu’une stratégie de
conservation appropriée pour un pool génétique particulier nécessite
une approche holistique, qui combine les différentes techniques de
conservation in situ et ex situ disponibles de maniere complémentaire
(Maxted et al., 1997). La sélection des méthodes appropriées doit
étre basée sur un ensemble de criteres, incluant la nature biologique
de I’espece considérée, la faisabilité des méthodes particulieres choi-
sies (qui dépendent de la disponibilité des infrastructures adéquates),
de méme que la sécurité et la rentabilité économique apportées par
leur application. Les aspects de complémentarité en ce qui concerne
Iefficacité et le coiit des différentes méthodes de conservation choi-
sies sont aussi importants. Dans de nombreux cas, le développement
des stratégies complémentaires de conservation appropriées nécessi-
tera encore des recherches supplémentaires pour définir les criteres,
optimiser les méthodes et tester leur application pour une gamme de
pools génétiques et situations. Nous avons montré dans cet article
que les biotechnologies offrent des potentialités intéressantes pour
contribuer a améliorer la conservation des ressources génétiques du
palmier dattier, avec le développement des techniques de propaga-
tion in vitro et de cryoconservation. Dans ce contexte, il est impor-
tant de souligner que ces nouvelles techniques de conservation
in vitro ne sont pas percues comme étant destinées a remplacer les
approches conventionnelles de conservation ex situ. Elles offrent aux
gestionnaires des banques de genes des outils supplémentaires pour
leur permettre d’améliorer la conservation du matériel génétique
placé sous leur responsabilité.
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