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Résumé : La culture in vitro est largement utilisée pour la conservation
ex situ des espéces végétales. Pour la conservation a moyen terme, une
réduction de la température de culture est employée en routine. De
nouvelles techniques (atmosphéres contrdlées, encapsulation, dessiccation)
sont expérimentées. La conservation & long terme est assurée par la
cryoconservation (azote liquide, -196 °C). Si elle a été expérimentée sur
plus de 70 espéces végétales, son application est encore exceptionnelle. De
nouvelles méthodes (encapsulation/déshydratation, vitrification, dessicca-
tion, emploi d’un congélateur programmable) devraient permettre de
faciliter son développement futur.

Mots-clés : conservation, culture in vitro, atmospheéres contrélées, enca-
psulation, dessiccation, vitrification, congélateur ménager.

Abstract : In vitro culture is largely employed for ex situ conservation
of plant species. For medium-term preservation, temperature reduction is
routinely used. New techniques (controlled atmospheres, encapsulation,
desiccation) are experimented. Long-term conservation is ensured by cryo-
preservation (liquid nitrogen, —196 °C). Cryopreservation has been expe-
rimented with more than 70 plant species. However, its application still
remains exceptional. New methods (encapsulation/dehydration, vitrifica-
tion, desiccation, use of domestic freezer) should facilitate its future
development.

Key words : conservation, in vitro culture, controlled atmospheres, en-
capsulation, desiccation, vitrification, domestic freezer.

Introduction

Les especes végétales ont été divisées en deux catégories, en relation avec
les possibilités de leur conservation (Roberts, 1973):

— les especes a graines orthodoxes, qui peuvent supporter une déshydra-

tation jusqu’a 5 % ou moins par rapport a leur poids sec. Leur viabilité
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est importante et peut étre prolongée en les conservant a basse température
(= 18°C).

— les espéces & graines récalcitrantes qui sont généralement trés riches en
eau et ne supportent pas la dessiccation. Ce sont principalement des
especes d’origine tropicale ou sub-tropicale. Elles ne peuvent étre conser-
vées qu’a une humidité et une température élevées, car elles sont généra-
lement sensibles au froid. Leur viabilité est réduite (quelques semaines a
quelques mois), méme dans les conditions optimales de conservation. Ce
groupe de plantes comprend de nombreuses espéces d’importance écono-
mique, comme le palmier 4 huile, le cocotier, le caféier, ainsi que de
nombreuses espéces ligneuses.

De plus, la conservation des especes & multiplication végeétative, telles que
le manioc, la pomme de terre ou l'igname pose également des probléemes
importants.

La conservation in situ est devenue pratiquement impossible, du fait de
la disparition des étendues non exploitées. La conservation ex situ est difficile
a réaliser, a cause de la taille des échantillons a conserver, pour avoir une
bonne représentation de la diversité génétique des especes. De plus, les colits
d’entretien de telles collections sont élevés. Enfin, le matériel végétal reste
exposé aux pathogénes et aux accidents climatiques.

Au cours des derniéres années, les techniques de culture in vitro ont été
considérablement développées, puisqu’elles ont été appliquées a plus de
1 000 especes végétales differentes. Elles sont d’un grand intérét pour la
conservation du matériel génétique, grace aux avantages qu’elles présentent :
les taux de multiplication sont €levés, les plantes sont maintenues dans un
systéme aseptique exempt de bactéries, champignons ou virus, dans un
espace de stockage réduit. L’érosion génétique est donc théoriquement
réduite a zéro. Enfin, les colts d’entretien des collections in vitro sont
considérablement diminués.

Les methodes utilisées different selon la durée de stockage recherchée.
Pour une conservation a moyen terme (quelques mois a 1-2 ans), 'objectif
est de ralentir la croissance en modifiant les conditions de culture, princi-
palement la température. Pour une conservation & long terme (plusieurs
dizaines d’années), la cryoconservation (azote liquide, — 196 °C) est aujour-
d’hui la seule méthode utilisable. A cette température, toutes les divisions
cellulaires sont arrétées et les événements métaboliques bloqués. Les cultures
peuvent donc étre conservées sans modification ni altération pendant une
durée théoriquement illimitée. Sur un plan pratique, le matériel est conserve
dans un faible volume, a I’abri des contaminations et avec un entretien
réduit.

De nombreuses syntheses ont été publiées sur les techniques classiques de
conservation utilisant la culture in vitro (Kartha, 1985; Withers, 1985a ;
Aitken-Christie et Singh, 1987 ; Wilkins es al., 1989 ; Engelmann, 1991a,
1992a). Dans cet article, nous présenterons rapidement ces techniques ainsi
que leur développement actuel. Nous insisterons sur les nouvelles méthodes
expérimentées pour la conservation a moyen et a long terme des ressources
génétiques végetales.



Florent Engelmann, 1992 437

Conservation 3 moyen terme

Les méthodes de conservation a moyen terme s’appliquent principalement
a des microboutures qui représentent le type d’explants généralement em-
ployé pour la multiplication a grande échelle. Nous présenterons d’abord
les techniques mises au point pour ce type de matériel, puis les nouvelles
méthodes expérimentées non seulement avec des microboutures mais égale-
ment avec des embryons somatiques.

Techniques classiques de conservation in vitro

La réduction de la croissance est généralement obtenue en diminuant la
température de culture. Elle est abaissée jusqu’a 0-4 °C pour de nombreuses
especes tempérées. Cependant, dans le cas des especes tropicales qui sont
sensibles au froid, des températures de 'ordre de 18 a 22 °C sont utilisées.
Une diminution ou une suppression de I’éclairement peuvent étre réalisées
conjointement, selon les espéces.

Le milieu de culture peut €tre modifié de plusieurs manieres. La concen-
tration en ¢€léments minéraux et/ou en sucre peut &tre diminuée. La crois-
sance peut étre ralentie en additionnant au milieu des substances ayant des
propriétés osmotiques telles que le mannitol ou le saccharose. Des agents
retardateurs de la croissance comme I'acide abscissique sont également
employés. Enfin, d’autres substances comme le charbon actif ont parfois des
effets positifs sur le ralentissement de la croissance.

L’état physiologique des explants a des conséquences importantes sur les
possibilites de conservation du matériel. Ainsi, la présence d’un systéme
racinaire améliore généralement les résultats. Suivant les especes, les plantes
doivent étre placées en conservation immédiatement aprés le dernier repi-
quage, ou seulement aprés un certain délai.

Nouvelles techniques de conservation a moyen terme

Trois nouvelles techniques sont principalement utilisées pour la conser-
vation a moyen terme : les modifications de I’environnement gazeux, I’en-
capsulation, la dessiccation.

Modifications de I’environnement gazeux

Le ralentissement de la croissance peut étre atteint en modifiant la quantité
d’oxygéne disponible pour les cultures. Plusieurs méthodes ont été mises au
point dans cet objectif. La plus simple consiste a recouvrir les tissus sous
une couche d’huile minérale. Cette technique a été employée pour la premicre
fois par Caplin (1959) avec des cals de carotte, puis réutilisée récemment
par Augereau et al. (1986) avec des cals de Carharanthus et par Moriguchi
et al. (1988) avec des cals de vigne. Quelques essais ont également été
réalisés avec des structures organisées comme des microboutures (Chatti-
Dridi, 1988 ; Jouve er al., 1991). Cependant, si la réduction de croissance
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est effective, des problémes de vitrification des explants pendant la conser-
vation ont été notés. De plus, lors du retour aux conditions standard de
culture, la reprise de croissance est souvent trés lente et des nécroses partielles
ou totales des explants sont observées. Cette technique semble donc convenir
uniquement pour la conservation de structures indifférenciées.

Une autre solution consiste a stocker les explants dans des atmosphéres
dont la teneur en oxygéne est précisément déterminée, en utilisant des
atmosphéres controlées. Les premiers essais ont été réalisés par Bridgen et
Staby (1981) sur des plantules de tabac et de chrysanthéme. Elles ont pu
étre conservées pendant 6 semaines dans une atmosphére contenant 1,3 %
d’oxygene, sans que I'on observe de modifications de leur croissance ulté-
rieure. Cette technique a été réemployée récemment par Engelmann (1990)
dans le cas d’embryons somatiques de palmier a huile. Aprés 4 mois de
conservation sous 1% d’oxygéne, une reprise rapide des cultures ainsi
conservées a €té obtenue, alors que les témoins stockés dans les conditions
standard avaient subi des nécroses trés importantes. Cette méthode semble
particuliérement intéressante dans le cas des espéces tropicales qui sont trés
sensibles au froid. En effet, le ralentissement de la croissance est obtenu
sans avoir 4 diminuer la température de culture.

Encapsulation

Cette technique est employée aujourd’hui pour la production des « se-
mences artificielles », en enrobant des embryons somatiques dans des billes
d’alginate. Quelques essais préliminaires ont été réalisés récemment en
utilisant cette technologie pour la conservation & moyen terme. Ainsi, des
apex de miirier et des embryons somatiques de santalier encapsulés ont pu
étre stockés pendant 45 jours et reprendre une croissance normale (Bapat er
al., 1987 ; Bapat et Rao, 1988). La durée de conservation a été étendue a
4 mois avec des embryons somatiques de Podophyllum hexandrum (Arumu-
gam et Bhojwani, 1990). Cette technique pourrait étre intéressante dans une
optique de conservation & moyen terme. En effet, la protection conférée aux
explants par ’encapsulation devrait permettre d’augmenter leur résistance a
la déshydratation et aux basses températures et d’accroitre ainsi leurs
potentialités de conservation. De plus, sur un plan pratique, des embryons
ou des apex encapsulés devraient étre des structures faciles a stocker.

Dessiccation

Un nombre limité d’essais a été effectué en stockant du matériel végétal
partiellement déshydraté. Nitzsche (1980) a pu conserver pendant un an des
cals de carotte et obtenir leur reprise de croissance. Plus récemment,
McKersie ef al. (1990) ont déshydraté des embryons somatiques de Medicago
sativa jusqu’a 15 % de teneur en eau et les ont conservés pendant 8 mois a
température ambiante. Ces auteurs indiquent qu’un prétraitement a I'acide
abscissique semblait améliorer la tolérance a la dessiccation des embryons,
ce qui pourrait permettre d’augmenter la durée de leur conservation.

Utilisation des techniques de conservation a moyen terme

Les nouvelles techniques décrites précédemment n’en sont encore qu’au
stade de I’expérimentation. Par contre, les méthodes traditionnelles de
conservation a moyen terme sont aujourd’hui employées en routine dans de
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nombreux laboratoires industriels et dans des centres régionaux ou inter-
nationaux de conservation des ressources génétiques. Cependant, I’entretien
de collections de taille importante, méme si les intervalles entre les repiquages
peuvent étre considérablement augmentés, pose des problémes considérables.
Il est donc nécessaire de développer des méthodes qui réduisent au minimum
I’entretien du matériel conservé. La cryoconservation est une solution de
choix.

La cryoconservation

Protocole classique de cryoconservation

Un protocole classique de cryoconservation comprend une série d’étapes
successives qui doivent étre définies pour chaque espece : choix du matériel
de départ, prétraitement, congélation, conservation, réchauffement, post-
traitement. Ces différentes étapes sont analysées en détail dans plusieurs
articles de synthése (Kartha, 1985 ; Dereuddre et Engelmann, 1987). Nous
les présenterons rapidement et insisterons sur les nouvelles méthodes expé-
rimentées.

Choix du matériel de départ

En régle générale, le matériel doit étre le plus jeune et le plus méristé-
matique possible. En effet, les cellules sont alors les plus aptes a résister a
la congélation. Elles sont de petite taille, peu différenciées, ne contiennent
que peu de vacuoles, donc une faible quantité d’eau, leur cytoplasme est
dense et leur rapport nucléo-cytoplasmique élevé.

L’état physiologique du matériel est trés important. Dans le cas de
suspensions cellulaires, le matériel en phase exponentielle de croissance est
plus susceptible de résister a la congélation (Withers, 1985b). Harding er al.
(1991) indiquent qu’une durée de culture prolongée en conditions in vitro
peut réduire la résistance des explants a la congélation dans I'azote liquide.

Prétraitement

Le prétraitement correspond a une culture dans des conditions qui pré-
parent le matériel végétal a la congélation. Il est effectué en présence de
substances cryoprotectrices telles que le saccharose, le sorbitol, le mannitol,
le diméthylsulfoxyde ou le polyéthyléneglycol, qui différent entre elles par
leur structure et leur poids moléculaire. Leur mode d’action est encore mal
connu : elles ont un effet osmotique et déshydratent les cellules, mais agissent
également en protégeant la structure des membranes et certains sites enzy-
matiques. Pour chaque espéce, il faut déterminer la nature des cryoprotec-
teurs, leur concentration ainsi que la durée du prétraitement.
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Congélation

Deux types de congélation peuvent étre réalisés: la congélation rapide,
en une seule étape, ou la congélation lente, en deux étapes. Cette derniére
doit étre effectuée a I'aide d’un congélateur programmable.

Lors d’une congélation rapide, les explants sont immergés directement
dans I'azote liquide. L’eau cristallise en microcristaux d’une taille non
dommageable pour l'intégrité cellulaire. Au cours d’une congélation pro-
grammée, le milieu extracellulaire cristallise en premier et les cellules se
déshydratent progressivement pendant le refroidissement lent. Les cellules
doivent étre suffisamment déshydratées pour que I'eau résiduelle ne cause
pas de dégits, mais pas trop pour éviter la toxicité due a I’élévation de la
concentration des solutés internes.

Deux critéres doivent étre déterminés plus ou moins précisément selon les
especes : la vitesse de congélation et la température de fin de congélation
programmeée, ou température de prérefroidissement.

Conservation

La durée de conservation est théoriquement illimitée, a condition que les
explants restent a la température de I'azote liquide. Les dégits causes par
les radiations naturelles, auxquelles le matériel reste exposé, ne deviendraient
irréparables qu’apres des durées de stockage de plusieurs centaines d’années
(Ashwood-Smith et Friedmann, 1979).

Réchauffement

Le réchauffement est généralement réalisé rapidement, afin d’éviter la
recristallisation des microcristaux en cristaux d’une taille dommageable pour
les cellules, si la remontée en température est trop lente.

Post-traitement

Le post-traitement consiste en une culture du matériel dans des conditions
qui permettent la reprise dans des conditions optimales. Les substances
cryoprotectrices qui peuvent devenir toxiques si elles restent trop longtemps
en contact avec les explants, sont progressivement éliminées. Les cultures
sont parfois repiquées sur des milieux progressivement moins concentrés en
saccharose, afin d’atténuer le choc osmotique. La composition du milieu de
culture est parfois transitoirement modifiée, par adjonction de substances de
croissance ou suppression de certains éléments minéraux.

Applications actuelles de la cryoconservation

Aujourd’hui, la résistance a la congélation dans l'azote liquide a été
prouvée chez plus de 70 espéces végétales sous la forme de cellules, cals,
méristémes, embryons somatiques et zygotiques (Kartha, 1985 ; Dereuddre
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et Engelmann, 1987 ; Engelmann, 1992a). Si la cryoconservation peut étre
considérée comme une technique de routine, ou du moins facile a mettre en
ocuvre dans le cas de suspensions cellulaires (Withers, 1985b), il n’en est
pas de méme pour des structures de taille plus importante et plus différen-
ciées, comme les méristémes ou les embryons.

L’application a grande échelle de la cryoconservation reste a I’heure
actuelle extrémement limitée. Son premier développement concerne les em-
bryons somatiques de palmier a huile, pour lesquels plus de 150 clones ont
aujourd’hui été cryoconservés dans cinq laboratoires différents, en Afrique,
en Asie et en France (Engelmann, 1991b). Encore s’agit-il dans cet exemple
d’essais a grande échelle plutdot que d’une utilisation en routine. Un pro-
gramme de méme ampleur est actuellement en cours de réalisation sur le
manioc au CIAT en Colombie (IBPGR, 1990).

Nouvelles techniques de cryoconservation

L’un des objectifs de ces nouvelles techniques est de chercher a simplifier
les protocoles classiques de cryoconservation. On peut distinguer 4 types de
nouveaux procédés: I’encapsulation/déshydratation, la vitrification, la des-
siccation et I'utilisation de congélateurs domestiques.

L’encapsulation/déshydratation

Cette technique dérive de la technologie des semences artificielles. Elle a
été appliquée a plusieurs especes telles que la pomme de terre (Fabre er al.,
1990), la vigne (Plessis er al., 1991), le poirier (Scottez et al., 1991), la
carotte (Dereuddre er al., 1991). 11 semble que I'encapsulation protége les
structures et permette ainsi de les soumettre a des traitements qui seraient
létaux avec des structures non encapsulées. Les explants encapsulés sont
cultivés pendant plusieurs jours dans des milieux liquides contenant des
quantités élevées en saccharose, déshydratés partiellement sous la hotte a
flux laminaire avant leur congélation. Des taux de reprise élevés peuvent
étre obtenus apres le réchauffement.

Vitrification

Cette technique a été développée récemment par plusieurs équipes (Ura-
gami et al., 1989 ; Langis et al., 1989 ; Langis et Steponkus, 1990 ; Sakai et
al., 1990 ; Towill, 1990) avec des suspensions cellulaires, des protoplastes,
des embryons somatiques et des méristémes de plusieurs espéces. Au cours
de la vitrification, les explants sont congelés trés rapidement, de sorte que
I’eau vitrifie, c’est a dire forme une structure vitreuse amorphe. Il n’y a
donc pas formation de glace, généralement dommageable pour les cellules.
La réussite d’un procédé de vitrification nécessite 'emploi de concentrations
trés élevées en substances cryoprotectrices qui sont trés toxiques. La durée
de contact des explants avec la solution cryoprotectrice doit donc étre
déterminée trés précisément. De méme, la dilution du mélange cryoprotec-
teur, apres le réchauffement, est une opération délicate. Il semble donc qu’a
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I’heure actuelle, la complexité du prétraitement et du post-traitement rende
difficilement envisageable I'utilisation en routine d’une telle technique dans
un avenir proche.

La dessiccation

La dessiccation a été expérimentée récemment par Uragami et al. (1990)
sur des fragments de tige d’asperge et par Shiminoshi et al. (1991) sur des
embryons somatiques de concombre. Les explants sont d’abord cultivés
pendant des durées variables sur des milieux enrichis en saccharose, puis
déshydratés sous la hotte a4 flux laminaire ou au moyen de silicagel. Ils sont
ensuite congelés rapidement dans I’azote liquide puis remis en culture sur le
milieu standard aprés leur rechauffement. Cette technique se rapproche de
celle utilisée pour la majorite des embryons zygotiques (Engelmann, 1992b).
Elle se caractérise par sa simplicité et mériterait d’étre expérimentée sur un
grand nombre d’especes.

L’utilisation d’un congélateur ménager

Dans cette technique, les étapes successives d’un protocole classique sont
effectuées. Toutefois, la congélation est réalisée non plus en utilisant un
congélateur programmable mais en plagant les explants & — 20 ou — 30 °C,
dans P’enceinte d’un congélateur ménager. Ce procédé a été expérimenté
avec succes sur des suspensions embryogénes de caféier et de carotte
(Tessereau et al., 1990). Des résultats prometteurs ont été obtenus avec les
matériels testés. Cependant, elle n’est peut étre pas généralisable, du fait des
conditions de refroidissement extrémement précises requises par de nom-
breuses espéces végétales.

Utilisation potentielle des nouvelles techniques

Les techniques décrites précédemment présentent toutes des avantages
potentiels mais ne pourront en aucun cas se substituer aux techniques
standard de cryoconservation. Elles devraient cependant permettre d’offrir
des possibilités supplémentaires pour des matériels récalcitrants a la congé-
lation classique et, dans certains cas, de faciliter le développement de la
cryoconservation dans des situations ou ’emploi d’équipements sophistiqués
n’est pas réalisable.

Conclusion

En conclusion, des travaux importants ont été réalisés concernant la
conservation a moyen et long terme des ressources génétiques végétales.
Cependant, de nombreux problémes doivent encore étre résolus avant de
pouvoir envisager l'utilisation en routine des techniques expérimentées. Il
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est nécessaire d’évaluer le matériel génétique afin de conserver un échantillon
représentatif de la diversité des espéces concernées. De plus, les techniques
de culture in vitro doivent étre optimisées dans de nombreux cas, avant que
I’on puisse aborder les aspects de conservation. Enfin, il convient d’examiner,
dans chaque situation, la ou les techniques les plus pertinentes a rechercher
pour assurer dans des conditions optimales la conservation du matériel
génétique d’une espéce donnée. Ainsi, dans les pays en développement qui
détiennent une part importante de la diversité génétique, les techniques a
développer doivent étre mises en adéquation avec les moyens existant
localement.

Si la conservation a moyen terme est utilisable en routine dans de
nombreux cas, il n'en est pas de méme pour la cryoconservation. La
résistance a la congélation dans l'azote liquide a été prouvée pour de
nombreuses espeéces végétales. Cependant, son application reste aujourd’hui
limitée a de petites collections de laboratoire et son développement a grande
échelle exceptionnel. La mise au point de méthodes de cryoconservation
requiert généralement de longues recherches ainsi qu’un équipement sophis-
tiqué. Dans ce contexte, I’¢émergence de nouvelles techniques telles que
Pencapsulation/déshydratation, la dessiccation, la vitrification ou 1'utilisation
de congélateurs ménagers permet d’augmenter les possibilités et d’accélérer
I’obtention de résultats.

L’intérét montré a la fois par les instituts de recherche nationaux et
internationaux et les compagnies privées de biotechnologie pour les pro-
blémes de conservation entrainent une augmentation significative des activites
dans ce domaine. Des techniques performantes et éprouvées devraient donc
pouvoir étre proposées 4 moyen terme pour assurer la conservation des
ressources génétiques d’'un nombre important d’espéces végétales.
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