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Depuis plus d'une vin vaine d'anntes, plusieurs pros ections ont t t E  rtalisbes en Afrique et 3. 
Madagascar par la FAO, ye Mustum, I'ORSTOM et I'fRCC (ßerthaud et  Charrier, 1988). Ces 
pros ections ont ermjç dc constituer des collections de basc de calCiers spontanEs qui rassemblent plus 
de 38 especes dilgrentks du genre Coffea ainsi que quelques genres apparentCs. 

Lcs graines de cafkiers sont de courte viahilitb. Elles sont dites "rCcalcitrantes" aux mtlhodcs de 
stockage couramment apgliqutes aux semences de cfrtales apres dessication et maintien 3. basse 
t cmphture  (-18'C a + 5  C). Les mtthodes de stockage utilistes par Van dcr Vosscn au Kenya et 
Couturon en R U  consistent 3. maintenir les graines de caltiers dans une  atmosphere h humiditt 
saturante h des tcmpdratures de 15 20°C. Leur survie ne dtpasse pas, dans ces conditions, un nu deux 
ans. 

dans les Slations de 
recherche, vbritables conservatoires des ressources gbnttiques de cette plante pfrenne. Le maintien de 
telles collections com orte de nomhreux risques hioclinlatiques nu d'erreur humaine. Aussi, pour plus de 
securitt, d'autres sys$ies de conservation sont 3. l'ttude. 

mtthodes de conservation des ressources gCnEti ues des espèces rtcalcitrantcs. En multipliant in v i m  Ics 
plantes. partir des collections de base, les %ifftrents ccntres de recherche caféjbre peuvent ainsi 
disposer du alrimoine gCnttique en vitrothèque et &changer aistment du matCriel sain. Pour limiter les 
probkmes f e  repiquages (main d'oeuvre, rlsque de contamination ou d'erreur d'eli uetage) et de 
variation au cours du temps, on prtconisc aussi de stocker pour le  long terme d a n s h z o t e  liquide 
(cryoconservation). 

La culture in vitro est dtjh au point pnur les esp&ces cultivees de caftier. On se  reportera aux 
s nthEses de Monaco ef a[ 1977), de Sündahl et Sharp (1979) et de Dublin (1984), Nous avons btudit, 
dYans les laboratoires O R d O M  de Montpellier, les posslhilitbs de multiplication et de stocka e irr vifro 
des ressources genttiques des caftiers c'est 3. dire une grande dlvcrsttt d'espbces et de soucf~es. Nous 
avons ainsi realis6 des essais pour la mise en place d'une vitrothèque formte de microboutures en vue 
d'un stockage de plantules h moyen terme en vie ralentie et des Crudes de cryoconservation d'embryons 
Somatiques pour le slockage I long terme 

Pour ccttc raison, les collections de calCiers sont rassembl6es au cham 

I Sous l'impulsion de I'IPBGR (1983), les techniques dc culture in vilro ont Cl6 conseilltes commc 
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Am6Iioration du malPriel vPgPlal 

Figure 1 : diagramme Ressources Gtnttiques 

MICROPROPAGATION 

’ + 
- Entretien en condilions 

normder de cioisronce - MDinlisn en vie Idenlie - Cryoconrervdon u- 

I - MATERIELVEGETAL 

L‘introduction du matdriel vtgttal in v im peut se faire partir des diverses parties de la plante : 
boutures de noeuds orthotropes, explants foliaires, embryons zygotiques ... 

Dans notrc cas, la rinci ale voie d’introduction en vitrothbquc d’esptces nouvelles a été la culture 
d’embryons zygotiques. ks pintules ainsi obtenues irz vifro sont multipliées par microbouturage. Cette 
technique a 6tB priviltgide, car elle utilise comme matériel de dé art, des graines A différents stades de 
ddveloppement, facilement transportables et supportant une dtsidection trBs poussde. 

Pour le Cmnbica, qui est autogame, la descendance issue d’une même origine peut être considérbe 
comme fixée lorsque l’on part d‘une lignee identifiée. Mais il ne faut pas sous-estimer la part 
d’htttrozygotie rtsiduelle trouvte dans le mattriel sauvage d’Ethiopie (Charrier.1978b). Les autres 
csptces de caféiers, cultives ou spontants, sont allogames. Le prtlEvement des dchantillons de  graines se 
fait donc soit réparti 8 uitablement sur l’ensemble des arbres d’une même ori ine, par exemple une 
graine par arbre (SSD),?’ensemble des genotypes nous donne alors une image de L population, soit, plus 
rarement, sur un même arbre, on a donc, dans ce cas, une descendance maternelle. 

En comparaison, la mise en culture de noeuds orthotropes (asters ,  1980) permettant le clonage de 
souches htttrozy otes (des espBces allogames sélectionnbes) necessite des étapes supplémentaires, car le 
prtlbyement se fait sur des plants, obtenus par bouturage, qui sont élevés en serre pour limiter les 
infections. 
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I I  - CUI,'I'UKE I&' 147ßO D'EMBRYONS ZYCOTIQUES 

Elle ;I ét i  realisée tout d'abord par Colonna (Colonna et u/.,1971) stir C. antephuru et C. d e ~ c e ~ w ; .  
Plus r6ceniiiieiit. SBiid;ihl (Siindahl er d., 1981) a iludié la croissance et le dCveloppement des enibnon, 
de C. wrrbico e i l  ~ I ; I I I I I I ~ C S  cnp:ibles de poiisser en serre. 

Nous avons mis au point un protocole de germination Li vitro d'embryons zygotiques niaturc) el 
iini~i:~t~~rcs. :ipplic:ilile :i I:i misc en culture de nonihreuscs esp6ccs. 

Figure 2 : Culture d'cmbryuns 
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CULTURE D'EMBRYONS c=a 
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Les einliryons sont cultivCs siir un milieu de Gambnrg (1968) modifid, contenant de la cystdiric 
comme anti-oxydant, mais dCpourw de toute subslance de croissance. LÆS premieres phases de la 
gerniiiiation s'etfectuent A l'obscuritt. un passage ultdrieur 3 la lumiere permet le verdissement CI le 
t~éveloppenient des premieres feuilles. 

PROTOCOLE DE GERMINATION IN VITRO 
D'EMBRYONS ZYCOnQUES DE CAFEIER 

On siCrilise la surPace des graines par treinp:ige dans une solution :iqticiise 
&Hypochlorite de Sodium 3 125 % de Chlore actif pendant 20 mn. 
Kincane truis fois 3 l'eau sl6rile 

II I)EXTIIACrION ASEPTIQUE DE L'EMBRYON : 

l 

L'emhryon ebt dCyagC par des incisions dans l'albumen corni. I I  est prelevi d m  
des conditions stCrilcs. et depos6 3 plat sur le milieu de culture dans un tubc. ______ I 
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flLIEU DE CULTURE : 

Eléments minéraux de B5 dilués de moitié, 
q t t i n e  11.4 mM 
acide nicotinique 30 r M  
thiamine-HCI 30 rhl  
pyridoxine 15 P M 
méso-inositol 550 rhi  
saccharose 58,4 niht 
agar 6,s d1 

:OI\’DITIONS DE CULTURES : 

La température est à tout moment de 27’C. 

STADES DE DE\%LOPPEMENT 

.la radicule s‘enfonce dans la gélose 

.la plantule se redresse 

.les cotylédons s’ouvrent 

.la eemniule dtbourrc ?t  la tieelle s’allonee 

A L’OBSCURITE 

” 
4 LA LUMIERE 

l?h 1 2 h  .la plantule a 2. ou 3 paires de feuilles 

A ce stade du développement, on sectionne I’hypocotyle. 
La tigelle, ainsi prélevée, est repiquée sur le milieu de mulriplication utilise pour les 
microboutures. 

I I I  - LA VITROTHEQUE 

Dans la vitrothèque la plupart des espêces sont multiplites B partir d‘un échantillon des diffirents 
génotypes de In opulation mise en  culture. Dans certains cas. pour permettre des etudes de variahilit+. 
toutes les microEoutures issues d’une même plantule forment un clone et des sous-clones identifiés qui 
S W I ~  alors multipliés séparément. 

JA collection est entretenue en assurant au maximum le maintien de la stabili16 gtnétique. Sur les 
milieux de croissance utilisés, la plupart des plantes miniaturisees montrent une forte dominance apicale. 
La multiplication se Pait par la section des tiges en segments de deux a trois noeuds. Ces axes orthotropes 
sont issus du développement des bourgeons sériés latents, normalement formés à l’aisselle des feuilles. II 
faut. en effet. proscrire toute utilisation des bourgeons adventifs que l’on peut trouver à la base de ¡:I 
microbouture. ou mime sur I’hypocotyle. 

Les microhoutures sont repiquees sur des milieux différents selon les exigences des eénotvpes. Ils 
contiennent les élements mintraux du BS (Gamborg, 1968) ou du MS (Murashige L Skooi. 1962). wec 
ou sans BAP (Bemylaminopurine) B 1.3 PM. 

Ce protoccile a permis I’introduction L r  vitro. 51 la multiplication par microbouturage de I’eusenible 
des espêces érudiLes, malgré leur diversit8 d‘origine et de comportement. JA vitrothèque de travail, ainsi 
ttahlie. est formée d‘une quinzaine d‘espêces. 
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Figure 3 : Micropropagation 
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MICROPROPAGATTION n n 

- 
ESPECE EXPLANT I'OPUIATION 

C. arubica 
C. Dcrtrundi 
C. curicpliora 
C. co?gysis 
c. kernlrl 
C. liberica 
C. nrillotii 
C. pscudozangrccbariuc 
C. pcrvillcann 
C. raccmosa 
C. resinosa 
C. ricliardii 
C. sersiliflora C. telrugona em 
C. vatovavycnsir 
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MISE EN CULTURE 

L'utilisation de facteurs limitants la croissance (CICmcnts minCraux, saccharose, temperature) 
permet d'espacer les repiquages (Galzy, 1985) (Westcott, 1981). L'intervalle maximum enlre deux 
re iquages peut Etre de I'ordrc d'un an pour des genotypcs dc C. arubica. dans les conditions de culture B 
27%. 
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Amd/ioralion du matériel végéial 

INTERVALLE MAXlhlUhl ENTRE DEUX REPIQUAGES 
EN CONDITIONS NORh4ALES DE CULTURES (CHAMBRE A 27°C) : 

~ 

C arabica 12 mois 
C. canephora 6 - 8 mois 
C. liberica 6 - 8  mois 
&. racernosa 4 - 6 mois 
C. sessiliflora 3 - 5 mois 
C. pseridozanguebariae 3 - 5 mois 

1V - CRYOCONSERVATION 

Un autre aspect de la conservation des caféiers in vitro a été abordé en utilisant la cryoconservation 
de souches emb ogbnes. C'est une mkthodc de stockagc de meristemes, embryons, cellules dans l'azote 
liquide (-196"C)Tt rès long terme pendant laquelle toute activitC métabolique cellulaire est arrêtée. 

Les souches embryo tnes proviennent d'explants qui son1 mis en culture dans des conditions 
particulitres décrites par bublin (1981). Ils forment des cals porteurs d' embryons somatiques. Ces 
embryons, une fois isol6s du cal, sont placés sur un milieu de croissance et se dkveloppent en plantule. 
Cette technique r m e t  un taux de multiplication tres 6lev8.hctuellement, une. dizaine d'esptces .de 
cafeiers peuvent tre multipliées par embryogenese somatique. Lm premiers essas de cryoconservation 
d'embryons somatiques ont été rkalisbs par A. Bertrand-Desbrunais (1988) avec des souches 
embryogenes de C. arabica. 

Prkleves au stade globulaire. les embryons sont cultivEs, pendant 24 heures, sur un milicu enrichi en 
saccharose. Plac6s dans un milieu li uide, le prétraitement des emh ons se poursuit par l'adjonction de 
DMSO (Diméthylsulfoxyde) jusqu'8ya concentration finale de 5 %. 8 n  répartit les embryons (par lot de 
30 environ), avec 1 ml de milieu, dans des ampoules B cryogénie. Après un refroidissement lent, de 
0,5'C/ mn, jusqu'8 -4O"C, les ampoules sont aussitôt plongtes dans l'azote li uide. Les embryons 
peuvent ètre ainsi stock& A long terme. Après un réchauffement rapide, les emlryons sont repiqués 
toutes les 24 h, sur des milieux dont la concenlration en sacctiarose diminue progressivment, soit 
respectivement : 0,5 M ; 0,3 Met  0,l M. 

On note la survie des embryons traités par la reprise de la prolifération embryogene. Pour les 
embryons t h o i n s ,  les premiers embryons adventifs apparaissent moins d'une semaine après la mise en 
culture, et quinze jours suffisent our obtenir un taux de reprise de 100 %. Dans le cas des embryons 
ayant subi le pretraitement (sacciarose et DMSO), le taux maximum est également atteint, mais plus 

rogressivement, puisque quinze semaines sont nécessaires. La cong6lation B -40% ou dans l'azote 
Piquide, a pour e€  et de dlminuer le pourcentage de reprise. Les embryons nkoformés n'apparaissent vue 
dans 45 B 50 % des cas, aprts 17 semaines de latence. De plus 3 semaines sont nkcessaíres pour que I on 
observe les premiers signes de l'embryogenbse adventive. Aucune diFf6rence significative n'apparait 
entre les embryons congelés A -40°C et ceux ayant subi, en plus, le traitement A l'azote liquide. 

- 
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Figure 4 : Mkthnde de cryoconservation 
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Le taux de reprise, roche de 50 %, est lr&s encourageant. Lcs embryons nioformis, que l'on i@ 
sttr un milieu favorisant croissancc, se développent en plalltt~les. U n  processus simtlalre a 616 UUIIS~ 
avec une souche de C. carlepliora. avec un taux de survie relatjvcmenl &leve : pres de 55 Q. La mblhodc 
decrite n'emploie pas d'hormone organochlorire toxlque, cnmnle le 2.4-D (acide 2.4- 
dichloropliénoxyacbt¡que), souvent utilisée pour accélérer la reprise de ka prolifkration. La regénération 
est lente mais ne par aucune dédifférenciation qui serait favorable BU?( variations somaclonales. 
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.4melioration du mafiriel vigétal 

Figure 5 : Reprise de I'emhryogen&se adventive 

CONCLUSIONS 

Les metliodcs de culture LI vitro mises au point sur quelques génotypes de caféicrs cultivds sont 
donc appliquables h diverses especcs : microbouturage, culture d'embryons et embryogenkse somatique 
sur cal. 

L'utilisation du protocole, mis au rint pour ILL culture d'embryons zygotiqucs, nous ermet 
d'inlroduire de nouvelles esp2ces cn vitrot Sque. La collection en  tube nous donne du mntSriel l e  base 
pour de nombrcuscs recherches de laboratoire ct échange de matériel végétal. 

L'établisseincnt de la vitrothtq!ic ermet de continuer les expérimentations de conscrvation de 
vitroplants en vie ralentie et d'autres étu& de cryoconservation. 

La conservation cn vie ralentie va Sire facilitde par In mise en servicc d'une chambre de culture i 
temperature réduite (20°C) fin X9. 

Une amdlioration de la technique de cryoconservation sera aussi recherchée. les études porteront 
sur la diminution du temps de latence entre le réchauffement e t  la reprise de I'embryogen2se adventive 
par la rccherche de conditions optimales (stade et état des pré-embryons, prdtraitement, vitesse de 
congélation entre autres). D'autres approches sont envisa ées comme celle préconis6 par Pétiard (1989) 
qui, réfutant l'utilisation du DMSO, jugé trop toxique, of&nt une reprise directe de chaque embryon 
congele. 
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CONSEKVATION DES RESSOURCES GENETIQUES CAFEIERES 

EN VlTROTHEQUE 

Anna BERI'KAND-DESURUNAIS et André CIlARRlER 
ORSI'OM, Montpellier (France) 

I r s  prospections ORSI'OM en Afrique ont permis d'élablir d'importantes collections en champ dc 
diffkrcntes espEces de caféiers cultivés et spontanCs (Berthaud et Charrier, 1988). Leur conservation et 
leur utilisation p r r a i e n t  etre facilitees par les nouvelles technologics telles la culture in viko et la 
c ophie. L'O STOM a dCmarrC des expkricnces de conservation'des ressources genftiques en 
IaXoratnire, en vue papprir '  'ler lcs possibilites et les linlites de cette approche. La micropro agation et 
I'enibryogen5sc somatique sur cal sont dtjjh opérationnelles pour les caféiers cultivés (Siin&hl. 1988 ; 
Dublin, 1984). 

L'introduction a11 laboraloire des cafkiers par la culture in vitro d'embryons zy otiques a permis 
d'établir une vitroth8quc dc travail. Outre les deux espbces cultivfes C. nrubrcu et C! ranqi/iuru, nous 
disposons d'une quinzaine tl'autrcs especes du genre Cofjeu. 

Cette collection de plantes miniaturisCes en  tube est rnultipliEe par un microbouturage avec 
développcmcnt des bourgeons latents pour assurer au maximum le maintien de la stabilii6 66nCtique. 
Pour le stnckage A moyen terme. les rnicroplantes sont maintenues en vie ralentie en limitant la 
croissance par appauvrissement du milieu de culture ou-abaissement de la température. 

La conservation B long terme cn laboratoire releve d'autres techniques comme la cryoconservation. 
Celle-ci a Cl6 rCalisfe avec succbs % p:irtir de deux souches cmbryogknes, l'une d'oru6icu l'autre de 
cunephoro : i l  y a rcprise de I'cmbryogen2se adventive sur des eiribryons somatiques, apres leur 
cong6lation daus l'azote liquide. 

IN VITRO COFFEE GEKMPLASM PRESERVATION 

ORSTOM expeditions in Africa have allowed to establish important field collections from different 
species of cultivated and spontaneous coffee trees (I3erth:iud and Cliarrier, 1988). Conservation and 
exploitation should bc improved by new technologies such as in v im culture and cry0 reservation. 
Micropropagation and somatic embryogenesis on calluses are already operalionnal for t i e  cultivated 
coffee trees (Siindahl, 1988; Dublin, 1984). ORSTOM, in Montpellier, h a  started several genetic 
resources conservation experinieuts in la1)oratory. in order in apprcciale the possibilities and the limits of 
this approach. 

Ihe introduction of coffee trees in 1;iboratory has been performed by irr vitro culture of zygotic 
embryos wich permitted to establish a working in vitro collection. In addition to the two cultivated species 
C. arabica and C. canepiiora, fifteen s wies from the Coffee0 genus are yet available. 

This collection of miniaturizecf plants in tubes IS muitiplicated by microcutting based on the 
devclopmenl of latent buds in the aiin of obtaining an o ilim.il security for the maintenance of the 
genetic stability. For the medium-term storage, the microJants arc maintained under growth-limiting 
conditions (lower nutrients contents. low temperatures). 

The long-term storage in the laboratory comes under other techniques such ay cryopreservation. 
This  hs been realized successfully with two embryogenic strains. one from C. arabicu, the other from C. 
carrephora : in both cases we noticed the recovery of an adventive embryogenesis of somatic embryos 
after freezing in liquid nitrogen. 
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