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La cryoconservation des embryons somatiques, polliniques et zygotiques
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Résumé.- La cryoconservation des embryons d'espèces végétales peut être utilisée pour la
conservation d'embryons d'espèces à semences récalcitrantes, d'embryons somatiques, d'embryons
issus de croisements incompatibles et de matériel haploïde, embryons polliniques ou anthères.

Les données bibliographiques présentées font ressortir la très grande hétérogénéité des pro­
cessus de cryoconservation mis au poin t : nature et concentration des substances cryoprotectrices,
mode et vitesse de congélation, réponse du matériel. Cette diversité est illustrée par la présentation des
résultats obtenus pour la cryoconservation de deux matériels différents: les embryons somatiques
de palmier à huile et les embryons zygotiques de colza.

Pour la congélation des embryons somatiques de palmier à huile, leIsaccharose est employé
comme agent cryoprotecteur, La vitesse de refroidissement peut varier de 0,5 à 200°C min.· l sans
répercussion sur la survie des embryons. Des différences n'apparaissent que lors de la reprise de l'em­
bryogenèse adventive des deux clones étudiés. Pour leur congélation, les embryons zygotiques de colza
sont placés 24 heures en milieu liquide fortement concentré en saccharose avant l'adjonction de
DMSO (5 à 10 o/c). Seule la congélation rapide en paillettes permet d'obtenir) leur survie et leur déve­
loppement en plantes normales.

La comparaison des résultats obtenus sur ces deux matériels avec lès données bibliographi­
ques présentées permet de dégager sept points principaux qui peuvent conditionner la réussite de la
cryoconservation d'embryons d'une espèce donnée. Ce sont: l'espèce et le génotype, la taille et le
stade de développement des embryons, la teneur en eau et la déshydratation, la nature et la concen­
tration des agents cryoprotecteurs, le mode et la vitesse de congélation, le réchauffement, le post­
traitement.

Summary>- Cryopreservation of plant embryos can be used for the conservation of embryos
of recalcitrant species, somatic embryos, hybrid embryos which abort at carly developemental stages
and haploid material. pollinic embryos or anthers.

Scientif'ic data presented emphasize the large heterogeneity of cryopreservation processes
concerning the nature and concentration of cryopro tectants, the method and rate of freezing, the
response of frozen material. This diversity is illustra ted by the presentation of results concerning the
cryopreservation of two different materials : sornatic ernbryos of oil palm and zygotic ernbryos of
oil seed rape. ln order to freeze soma tic embryos of cil palm, sucrose is employed as cryoprotectant.
The freezing rate can vary from 0.5 to 200°C min." withou t consequences on the survival of embryos.
Differences between the two clones studied appear only during the recovery of adventive ernbryoge­
nesis. For their cryopreservation, the zygotic embryos of oil seed rape are placed during 24 hours in
a liquid medium enriched with sucrose before the adding of 5 to 10 o/c of DMSO. Only rapid freezing
in straws ensures their survival and their development into normal plants.

Comparison of results concerning these Iwo materials with scientific data presented allows to
bring out seven important points which cali condition the successful cryopreservation of ernbryos of
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bourcy, France.
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a given species : species and genotype, Bize and stage of development, water content and dehydration,
nature and concentration of cryoprotectants, method and rate of freezing, thawing and post­
treatrnent.

INTROD UCTIO N

La cryoconservation des embryons d'espèces végétales qui est un domaine de re­
cherches encore peu developpé en comparaison des nombreux travaux réalisés sur les
embryons d'espèces animales, ouvre néanmoins un large champ d'applications (Bajaj,
1985).

Pour de nombreuses espèces végétales, les graines, dites orthodoxes, représentent
le moyen de stockage habituel. Par contre, les semences, dites récalcitrantes, d'autres
espèces ne supportent ni la déshydratation, ni l'abaissement de température généralement
utilisés dans les techniques de conservation. Parmi ces espèces dont les graines ont une
durée de vie qui ne peut excéder quelques mois, on trouve des représentants de groupes
très divers (fruitiers, plantes stimulantes, plantes à huiles végétales, épices, plantes fores­
tières, horticoles, médicinales, etc.) dont beaucoup ont une grande importance économi­
que (Roberts et King, 1980). La conserv ation de ce matériel peu t être envisagée, non plus
sous forme de graine entière, mais d'embryon excisé, à condition que la technique de
culture in vitro de l'embryon soit déjà au point pour l'espèce considérée.

Certaines espèces (caféier, palmier à huile) sont multipliées in vitro par embryoge­
nèse somatique. Le stockage dans l'azote liquide de ces embryons somatiques peut être
envisagé comme substitut de conservation de la graine. Ces embryons pourraient d'ailleurs
être stockés sous forme de graines synthétiques, c'est-à-dire encapsulés dans des résines
hydra-solubles après déshydratation partielle (Ammirato, 1984 ; Kitto et Janick,
1985a, b, c.).

Dans le cas de croisements incompatibles qui provoquent un avortement assez
rapide des embryons, il est possible d'éviter ceci en excisant très tôt les embryons pour
les cryoconserver, puis les cultiver in vitro après leur décongélation.

Enfin, il apparaît intéressant de conserver du matériel haploïde, généralement
instable en culture in vitro (Kasha et coll., 1982) sous forme d'embryons polliniques,
nucellaires ou d'anthères entières.

Le tableau 1 récapitule les principaux travaux effectués concernant la congélation
dans l'azote liquide d'embryons somatiques, polliniques, nucellaires et zygotiques d'espè­
ces végétales. Il nous indique que la résistance à la température de l'azote liquide a été
obtenue pour des espèces et des matériels très divers et dans des conditions souven t
très différentes. Les substances cryoprotectrices les plus couramment employées sont le
DMSO, le saccharose et le glycérol. Elles sont utilisées, suivant leur toxicité, en quantité
de l'ordre de 5 à 15 % (v/v) et sont employées seules ou en mélange (DMSO+ saccharo­
se, DMSO + saccharose + glycérol)_ Les échantillons peuvent su bir des congélations u \tra­
rapides (quelques 103 oC min'-), rapides (100 à 200°C TIÙn.- 1

) ou lentes (0,1 à quelques
oC min.- l

). De même, la réponse obtenue après décongélation peut aller de la callogenèse
(coton, pétunia) à la régénération de plantes entières (carotte, tabac, primevère, palmier à
huile, etc.). Les conditions des différen tes phases présentées dans ce tableau (substances
cryoprotectrices, vitesse de congélation, réponse du matériel) seront discu tées en conclu­
sion, en les comparant avec les résultats obtenus lors d'essais de cryoconservation de
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2 matériels différents:
- les embryons somatiques de palmier à huile
- les embryons zygotiques de colza
Le palmier à huile est la plante dont le rendement en huile est le plus élevé parmi

les plantes oléagineuses. Son importance économique est grande puisque la production
d'huile de palme en 1984 représentait 15 % de l'huile d'origine végétale (Noiret et coU.,
1985). Cette plante étant aUogamme à reproduction strictemen t sexuée et ne possédant
qu'un seul bourgeon végétatif, l'apex, il était in téressant de mettre au point une technique
de multiplication végétative in vitro des individus sélectionnés pour leurs caractères
exceptionnels.

Ceci a été réalisé par plusieurs équipes, à partir d'explants racina ires (Corley et
coll., 1976) ou foliaires (Rabéchault et Martin, 1976). Le procédé mis au point par
l'équipe ORSTOM/IRHO de Bondy (Pannetier et coll., 1981) est basé sur la multiplica­
tion d'embryons somatiques par embryogenèse adventive ; il est main tenant utilisé à
l'échelle industrielle. Les risques présentés pour la stabilité des cultures par le maintien
en culture in vitro de lignées d'embryons pendant plusieurs années (Bayliss, 1980 ;
Reisch, 1984) ont conduit à la mise au point d'une méthode de congélation des embryons
utilisant une vitesse de refroidissement rapide (200°C min- l

) (Engelmann et coll., 1985).
Les résultats présentés ici concernent une amélioration de la techTÙque existante par
l'emploi de vitesses de congélation faibles réalisées au moyen d'un congélateur program­
mable.

Le colza est amené à prendre une place considérable dans la production française
en protéagineux. Parmi tournesol, pois, fèverole et colza, cette dernière plante est la seule
à pouvoir rivaliser avec le soja américain. De nombreuses recherches ont mené à la pro­
duction de nouvelles variétés (type double zéro) dépourvues d'acide érucique, résistantes
au Phoma et à faible teneur en glucosynolates.

Une techTÙque de cryoconservation d'embryons zygotiques de colza a déjà été
mise au point (Withers, 1982b). Avec cette méthode, seule une callogenèse a été obtenue
après passage des embryons dans l'azote liquide. Nous présentons ici une nouvelle tech­
TÙque permettant la survie des embryons zygotiques après leur congélation et leur évolu­
tion directe en plantules.

CRYOCONSERVATION D'EMBRYONS SOMATIQUES DE PALMIER A HUILE

1/ Matériel et méthodes
• Culture des embryons
Les cultures d'embryons somatiques adventifs (Fig. 1) ont été produites par

l'équipe ORSTOM/IRHO de Bondy selon une méthode décrite précédemment (Pannetier
et coll., 1981). Elles proviennent de la mise en culture de fragments foliaires d'un arbre
adulte (BC156) et d'un plant de pépinière (BC068). Ces cultures sont repiquées tous les
mois sur un milieu de Murashige et Skoog modifié (Hanower et Pannetier, 1982) et dé­
pourvu de régulateurs de croissance (milieu standard) contenant 0,1 M de saccharose. Les
cultures sont placées à 27°C sOUS un éclairement de 20 W.m-2 (tubes fluorescents Duro­
test type True Lite) avec une photopériode de 12 heures sur 24.

• Choix des embryons pour les expériences de congélation
Des essais préliminaires ont montré qu'une culture de 2 mois sur Je milieu stan­

dard contenant 0,3 M de saccharose permet d'obtenir avec une fréquence élevée de jeunes
embryons non chlorophyUiens, d'une taille de 1 à 3 mm, seuls capables de supporter la



Matériel Cryoprotecteur Vitesse de congélation Réponse Auteurs

Grout et coll.,
1983
Bajaj, 1982
Withers, 1982
Bajaj,1981b
Bajaj,1984
Bajaj,1980b
Withers,1978

Dougall et
Wetherell,1974
Withers, 1979

Bajaj, 1983a
Bajaj, 1983a
Baj aj, 1976,
1977, 1978a
Bajaj,1983a
Bajaj, 1983a
Bajaj, 1982

Bajaj, 1977,
1978a et b
Coulibaly et
Demarlv. 1979
Ba)aj, 1980a
BaJaj,1978a
Baj'\i, 1981a
Bajaj,1983a

pseudo bulbilles et pousses feuillées Bajaj, 1983b

jusqu'à 800/0 de survie,
pro,embryons, embryogenèse
normale, cals ou plantes

29 - 38% de survie
cals, pousses feuillées
plantes entières haploïdes

31 - 44% de survie cals, plantes

340/0 de survie de cals issus de
pollen et d'anthères
androgenèse, plantes entières

embryons, cals, plantes entières
haploïdes
cals, plantes entières haploïdes
cals
androgenèse, plantes entières
5 - 19% de survie, cals, pousses
feuillées

15% cailogenèse extrémité racinaire Withers, 1982
700/0 survie MOnlÙer et

Leddet, 1980
Baj aj, 1983cultra,rapide embryons: élongation, fragments

d'embryons: prolifération
ultra,rapide plantes entières

65°C min'! ,rapide ! 420/0 callogenèse
ultra,rapide, rapide. 1°C min'! 75-100% survie + plantes
ultra,rapide, rapide, 1°C min'! 830/0cals/~ussesfeuillées
ultra, rapide, rapide, 1°C min' 730/0 cals/plantes entières
rapide 70 %cals/plantes entières
ultra,rapide plantes entières

1- 2°C min-!

2°C min'! 5°C min'!
10°C min) ,65°C min,l

65 oC min'! , rapide

2°C min.!

65°C min'! , rapide

65°C min'! ,ra~ide

2°C min'!

1 à 3°C min-!

ultra, rapide

ultra,rapide, rapide
O,l°C min-l

raoide !
2"'c min'
raRide !
65°c min' ,rapide

50/0 DMSO + 5% glycérol + 5% saccharose

5% ,10% DMSO

5% DMSO ' 10% DMSO

50/0 DMSO+ 50/0 glycérol+ 5% saccharose

50/0 DMSO + 5% glycérol + 5% saccharose

5% DMSO ,10% DMSO

50/0 DMSO

100/0 DMSO +dessiccation

50/0 DMSO + 5% glycérol + 5% saccharose
100/0DMSO
o
100/0 DMSO + 40/0 saccharose
10% DMSO + 40/0 saccharose
5 -15%DMSO

dessicca tion

70/0 DMSO + 4 % saccharose

100/0 DMSO
300/0 saccharose

70/0 DMSO + 4% saccharose

50/0 DMSO + 5% gly cé roI + 50/0 saccharose
70/0 DMSO
70/0 DMSO + 7% saccharose
50/0 DMSO + 5% glycérol+ 5% saccharose

4 Elaeis gu ineensis

Embryons somatiques
Daucus caro ro

3 Cocos nucifera

Embryons nucellaires
(ovules)

Citrus
Embryons zygotiques
1 Brassica napus
2 Capsella bursa-pastoris

Embryons polliniques
(anthères)
1 ArachÏ$ hypogea
2 Arachis viUosa
3 A tropa belladonrlll

4 Brassica campestris
5 Brassica napus
6 Gossypium arboreum

8 Oryza sa riva

9 Oryza sa tiva
10 Petunin hybrida
11 Primula obconica
12 Triticum aestivum

7 Nicotinna tnbacum

5 Gossypium arboreum
6 Hordeum vu /gare
7 Oryza sa tiva
8 Triticale
9 Triticum aestivum
10 Zen mays
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congélation (Fig. 2). Ce type d'embryons a été utilisé pour nos expériences.
• Obtention de plantules
Au sein des cultures, certains embryons se développent spontan~ment en pousses

feuillées. Lorsque ces pousses ont atteint une certaine taille, elles subissent un traitement
auxinique inducteur de la rhizogenèse (Hanower et Pannetier, 1982). Lorsque le déve­
loppement du système racinaire est suffisant, les jeunes plants sont acclimatés en serre
avant leur passage en pépinière puis en conditions naturelles.

• Méthode de congélation
Les massifs d'embryons isolés (Fig. 3) subissent un prétraitement de 7 jours en

boîtes de Petri sur le milieu standard additionné de 0,75 M de saccharose. Ils sont ensuite
congelés à sec dans des ampoules stériles en polypropylène selon deux méthodes diffé­
rentes. Les ampoules peuvent être immergées directement dans l'azote liquide ; la tem­
pérature de -196°C est atteinte en 1 min. environ. Les ampoules peuvent être placées
dans la chambre d'un congélateur programmable de type Minicool (marque C.F.P.O.)
et refroidies à 0,5, 1,5, 10,20 ou 40°C min-) de+ 20°C à -100°C. Après un palier de
10 min. à cette température, les ampoules sont plongées dans l'azote liquide. Après un
séjour d'une heure dans l'azote liquide, les massifs sont réchauffés en immergeant les
ampoules pendant 1 min. dans un bain-marie thermostaté à + 40°C. Les embryons su­
bissent alors un post-traitement de 3 semaines en boîtes de Petri, comprenant un séjour
d'une semaine sur le milieu standard additionné de 0,3 M de saccharose et de 2,4-0 à la
concentration de 1O-6 M, puis de 2 semaines sur le milieu standard additionné de 0,1 M
de saccharose et de la même quantité de 2,4-0. Les massifs vivants sont alors repiqués
en tubes sur le milieu standard avec 0,1 M de saccharose et dépourvu de 2,4-D.

Les résultats sont exprimés par le taux de survie, c'est-à-dire le pourcentage
d'embryons ayant présenté une croissance pendant le post-traitemen t. La reprise de
l'embryogenèse adventive est considérée comme acquise lorsque la culture d'embryons
issue d'un massif congelé présente un taux de multiplication comparable à celui obtenu
à partir de massifs non congelés (Fig. 4 et 5).

2/ Résultats
• Choix de l'agent cryoprotecteur
La substance cryoprotectrice utilisée est le saccharose à une concentration de

0,75 M. Des résultats non présentés dans cet article ont indiqué que 0,75 M corres­
pondait à la concentration optimale. L'addition d'autres substances cryoprotectrices
(DMSO) ou le remplacement d'une partie ou de la totalité du saccharose par du sorbi­
tol n'ont pas donné de meilleurs résultats.

• Influence de la vitesse de refroidissement sur le taux de survie et le taux de
reprise des embryons congelés (Tableau 2)

al Taux de survie.- Suivant les vitesses de refroidissement utilisées, les taux de
survie varient de 58 à 81 % pour le clone BC068. On note pour le clone BC156 une
différence plus nette en tre les taux de survie obtenus pour des vitesses faibles (0,5 et
1°C min-) ) et des vitesses de congélation plus élevées. Les taux de survie des 2 clones sont
équivalents quelle que soit la vitesse de refroidissement utilisée (69,6 %en moyenne pour
BC068, 67,2 %pour BC156).

Tableau 1.- Résumé des principaux travaux effectués sur la cryoconservation des embryons végétaux
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Figun:e 1 à 5
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Tableau 2.- Effet de la viteBBe de congélation sur la survie des massifs d'embryons (observée 3 se·
maines après leur décongélation) et la reprise de leur prolifération (observée 3, 5 mois après
décongélation). Comparaison du comportement des clones BC068 et BC156.

Vitesse de congélation (OC min'!)

0,5 1 5 10 20 40 200

Nombre de massifs congelés 43 44 47 46 48 46 46

BC068 Taux de survie (0/0) 58,1 65,9 74,5 63,0 81,2 65,2 80,4
_________________________.. .--------.-------------._-_.. -------_..----------------._-----P-.------------------------
Taux de reprise de la prolifération (%) 9,3 11,4 19,1 10,9 22,9 13,0 15,2

Nombre de massifs congelés 48 48 48 48 48 48 48

BC156 Taux de survie (0/0) 47,945,866,777,179,279,2 75

Taux de reprise de la prolifération (0/0) o 2,1 6,25 6,25 ~33 ~33 8,33

"

b/ Reprise de la prolifération.- Pour le clone BC068, on n'obseIVe pas de diffé­
rence significative du taux de reprise selon la vitesse de congélation utilisée. Pour le clone
BC156, le taux de reprise est nul pour 0, 5°C min-!, très faible (2,1 %) pour laC min-!,
puis il se stabilise pour les autres vitesses de refroidissement.

De plus, la reprise de la prolifération est beaucoup plus rapide et intense pour le
clone BC068 que pour BC156, sans que l'on puisse dégager de vitesse de refroidissement
optimale pour ces 2 paramètres.

Si l'on n'observe pas de différence e~tre les 2 clones étudiés en ce qui concerne
le taux de survie, une différence apparaît lorsque l'on considère le taux de reprise de l'em­
bryogenèse adventive chez les massifs congelés des 2 clones (14, 6 %en moyenne pour
BC068 et 5, 6 %pour BC156).

La différence de comportement des 2 clones étudiés se traduit donc par un
écart plus ou moins important entre le taux de SUIVie, équivalent dans les 2 cas quelle
que soit la vitesse de refroidissement, et le taux de reprise des massifs congelés, plus
faible pour BC156 que pour BC068. Enfin, la reprise de la prolifération est plus rapide et
intense pour Je clone BC068 que pour Je clone BC156.

CRYOCONSERVATlON D'EMBRYONS ZYGOTIQUES DE COLZA

1/ Matériel et méthode
• Matériel végétal
Les plantes de colza de printemps (Brassiea napus L. cv. Tower) ont été cultivées

en super-serres au Phytotron de Gif-sur·Yvette sous des conditions de température alter­
nées : 22°C le jour, 12°C la nuit. Elles sont soumises à une photopériode de 16 heures en
éclairement naturel avec une lumière d'appoint de 20 à 25 W.m-2

•

Figures 1 à 5
Fig. 1.- Culture d'embryons somatiques de palmier à huile sur milieu standard.
Fig. 2.- Massifs de jeunes embryons (flèche) obtenus après 2 mois de culture sur le milieu standard

contenant du saccharose 0, 3 M.
Fig. 3.- MlIJlBÏf d'embryons en cours de pré traitement sur le milieu standard contenant du saccharose

0,75 M.
Fig. 4 et 5.- Reprise de l'embryogenèse adventive (Fig. 4) et production de pousses feuillées (Fig. 5)

à partir de massifs d'embryons congelés dans l'azote liquide.
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• Culture des embryons
La méthode mise au point par Monnier (1976) pour l'embryogenèse de Capsella

bursa-pastoriB a pu être appliquée dans le cas du colza comme l'avaient déjà montré
Finkelstein et Crouch (1984). Les siliques sont prélevées sur les plantes à différents stades
de maturation. Les embryons sont disséqués stérilement et placés sur le milieu de culture
Monnier (Monnier, 1976) enrichi par 120gX I de saccharose (0, 35 M), 400 mg.r l de
glu tamine et les vitamines BI et B6 à la concen tration de 10-7 M. La culture des embryons
s'effectue en boîtes de Petri (diamètre 55mm) sur le milieu solidifié par du Bacto-agar
(Difco) à la concentration de 7 g.r l

, à l'obscurité et à 24°C.
• Choix des embryons pour les expériences de congélation
Les embryons dont la taille au moment du prélèvement est supérieure ou égale

à 100 Il m évoluent tous uniformément en plantules durant leur culture in vitro. Par con­
tre, les embryons globulaires inférieurs à 100 Il m (Fig. 6) présentent un taux de mortalité
important, sans doute dû à la difficulté de manipulation de telles structures. En particu­
lier, le suspenseur nécessaire au développement embryonnaire (Monnier, 1984) est sou­
ven t lésé. Ne seront donc utilisés dans les expériences suivantes que les embryons mesu­
rant de 100 Il m à 1 mm. Nous avons effectué des cultures avec le milieu Monnier (0,35 M
de saccharose) sous fonne solide (addition de 7 g.r l d'agar) ou sous fonne liquide; les
embryons s'y développent de façon semblable. On peut donc considérer que les passages
de 24 heures dans le milieu liquide avant et après le traitement par le DMSO n'influen­
cen t pas la survie des embryons. La survie des embryons est considérée comme effective
lorsqu'une croissance a été observée après 6 jours de culture.

• Obtention de plantules
Les embryons obtenus in vitro sont transférés sur le milieu de base Monnier

additionné de saccharose 0, 15 M et réparti en petites boîtes de Petri à l'apparition des
cotylédons. Leur culture s'effectue alors à la lumière sous une photopériode de 16 heu­
res ; l'éclairage artificiel est fourni par des tubes fluorescents «True-Lite» qui reconsti­
tuent le spectre visible et ultra-violet (~ 15 W.m-2

). Après 8 jours, chaque embryon est
repiqué dans un tube contenant du milieu Monnier à 0, 05 M de saccharose et 1 mg.r l

de BAP (benzyl-amino-purine). Lorsque la caulogenèse est suffisante, on transfère chaque
plantule dans un tube dont le milieu est stimulateur de la rhizogenèse (milieu Mon·
nier + 0, 05 M de saccharose + 0, 2 mg.r l d'acide naphtalène-acétique). Plusieurs repi.
quages peuven t être effectués à ce stade afin d'obtenir un enracinemen t suffisant pour
le transfert des plantules en culture en terre.

• Méthode de congélation
Les embryons devant subir un traitement de congélation sont mis dans un pre·

mier temps en culture durant 24 heures dans le milieu liquide de Monnier (0, 35 M).
Le cryoprotecteur utilisé, le DMSO (diméthylsulfoxyde) est ajouté en 10 fois à raison
d'une injection toutes les 5 minutes à la température de O°C. Les embryons présents
dans la solution cryoprotectrice sont laissés 1 heure sur la glace. Ils sont ensuite aspirés
dans des paillettes stériles de 1 ml. Une vitesse de refroidissement élevée est obtenue
en plongeant les paillettes directement dans l'azote liquide. Pour les vitesses faibles, les
paillettes sont placées dans l'enceinte d'un congélateur biologique programmable (marque
CFPO, type Minicool) préalablement refroidie à O°e. La cristallisation est induite à -3°C
en mettant en contact chaque paillette avec l'extrémité d'une pince plongée dans l'azote
liquide. Les échantillons sont alors refroidis suivant la vitesse choisie jusqu'à -100°C,
température à laquelle une stabilisation d'une durée de 15 minutes (plateau) est effec­
tuée. Les paillettes sont ensuite placées dans l'azote liquide. Le réchauffement est réalisé

"
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en agitant doucement les paillettes dans un bain-marie à 40°C pendant 15 secondes. Le
contenu des paillettes est alors réparti dans des boîtes de Petri contenant Sm! de milieu
liquide. Après 24 heures, les embryons sont prélevés et mis en culture sur le milieu
solidifié par l'agar (milieu Monnier 0, 35 M).

2/ Résulta ts

Tableau 3.- Survie des embryons zygotiques de colza après congélation dans l'azote liquide en fonc­
tion des différentes vitesses de refroidissement et des différentes concentrations de DMSO
utilisées.

(DMSO) Vitesse de
refroidissement

rapide

rapide

rapide

Nombre d'embryons
mis en culture

25

50

48

54

46

47

46

42

41

49

42

Nombre d'embryons
présentant une croissance

après 6 jours

20

o

o
3 formations toupie

12

37

o
17

31

o
11

Pourcentage
de survie

des embryons

80

o
o

6

26

78

o

40

75

o

26

• Action du cryoprotecteur
Le DMSO est choisi comme cryoprotecteur du fait de sa large utilisation en con­

gélation humaine, animale et végétale (King et Roberts, 1979) et plus particulièrement
dans le cas des embryons zygotiques (Withers, 1980 et 1982a). En raison de l'éventuelle
toxicité de ce produit (Fahy, 1984), un témoin est réalisé afin de mettre en évidence l'ac­
tion de différentes concentrations de DMSO sur les embryons zygotiques de colza. Pour
cela, les embryons sont manipulés comme pour le cas d'une congélation mais après leur
séjour pendant 1 heure dans les paillettes sur la glace, ils sont réchauffés à température
ambiante et mis en culture. On a observé qu'au delà d'une concentration de 10 %, le
DMSO devient léthal pour les embryons. Entre 5 et 10 % de DMSO, 78 %des embryons
en moyenne survivent au traitement. Aucun stade embryonnaire ne présente de sensibi­
lité particulière au DMSO. Les plantules régénérées se développent normalement après
transfert sur les différents milieux organogènes (milieux Monnier 0, 15 M ; MOIUlier 0, 05 M
BAP ; Monnier 0, 05 M ANA). On assiste donc dans le cas des embryons zygotiques de
colza à une réponse de tout ou rien au traitement avec le DMSO : aux concentrations
élevées (15 et 20 %), la toxicité est complète; aux concentrations plus faibles, on constate
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au contraire une inocuité du cryoprotecteur. Le DMSO a donc été utilisé pour la cryo­
conservation des embryons zygotiques de colza comparativement à des concentrations
de 5, 7,5, 10 %(v/v).

• Influence de la vitesse de refroidissement
Une vitesse élevée de congélation permet la survie des embryons pour les trois

concentrations en DMSO utilisées. Cette technique de congélation, les paillettes étant
plongées directement dans l'azote liquide, conserve à l'embryon tou tes ses potentialités
organogènes. Aux vitesses plus faibles de congélation, le matériel subit une détérioration
complète (pour 1 et 5°C min-!) ou partielle (pour 10°C min'!). Lorsque les embryons,
protégés par du DMSO à 5 %, subissent une descente ménagée en température, on assiste
ensuite, lors de leur culture, à une profilération cellulaire au niveau de l'axe hypocotylé
(Fig. 7 et 8). On obtient ainsi après 6 jours de culture, des formes de «toupie». Withers
(1983) avait déjà montré, sur les embryons immatures de céréales, que la congélation
rapide favorise la /!;ermination tandis que les congélations lentes et à sec provoquent
une callogenèse. Une même vitesse de refroidissement convient à tous les stades em­
bryonnaires étudiés. Aucune différence de croissance ou de développement n'a été
relevée.

• Devenir des embryons congelés
Des plantules normales ont été obtenues à partir des embryons vivants après leur

congélation suivant la méthode précédemment décrite.

DISCUSSION - CONCLUSION

Pour les embryons somatiques de palmier à huile, les conditions optimales des
différentes phases du processus de congélation proposé sont les suivantes:

• Prétraitement : milieu standard additionné de saccharose 0, 75 M pendant 7
jours.

• Congélation: 0, 5°C min-! à 200°C min-! jusqu'à -100°C, puis immersion des
ampoules dans l'azote liquide.

• Réchauffement: rapide.
• Post-traitement: l semaine sur milieu standard contenant du saccharose 0, 3 M

puis 2 semaines sur saccharose 0, 1 M, avec 2, 4 D 10-6 M.
• Réponse : taux de survie de 50 à 80 %, sans liaison avec la vitesse de refroidisse­

ment; reprise de la prolifération des massifs d'embryons comprise entre 0 et 20 %suivant
la vitesse de congélation et le clone considéré.

Dans le cas des embryons zygotiques de colza, ces conditions sont totalement
différentes :

• Prétraitement : 24 heures sur le milieu de Monnier 0,35 M.
• Traitemen t cryoprotectant : DMSO 5 à 10 %pendant 2 heures.
• Congélation: rapide, par immersion directe des paillettes dans l'azote liquide.
• Réchauffement: rapide.
• Post-traitement: repiquage sur milieu de culture standard.
• Réponse: 25 à 40 % d'embryons vivants une semaine après la congélation, qui

se développen t en plantes entières.
Les 2 méthodes de congélation présentées précédemment iUustrent bien la diver­

sité des techniques et des conditions optimales de chacune des étapes d'un processus de
congélation. Sept points principaux peuvent conditionner le succès ou l'échec de la
cryoconservation d'embryons:



F. ENGELMANN ET C. BAUBAULT 99

FÎ8Urea6 -7 - 8
Fig. 6.- Embryon globulaire de colza avec llUspenseur.
Fig. 7 et 8.- Fonnations anormales obtenues après congélation lente des embryons zygoti­

ques de Colza.
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Espèce/géno type
- Espèce: L'étude du tableau 1 nous montre qu'une méthode de congélation est

plus ou moins difficile à mettre au point selon l'espèce considérée. Ainsi, les réponses
obtenues après décongélation d'embryons zygotiques sont très différentes: avec Brassica
napus ou Gossypium arboreum, on n'observe qu'une callogenèse. Des plantes entières ont
été produites chez Triticale, Triticum aestivum, Oryza sativa après passage par un stade
cal. L'obtention directe d'une piante entière par le développement direct de l'embryon
congelé n'a été réalisée jusqu'à présent que chez Zoo mays, Hordeum vulgare, Elaeis gui­
neensis et maintenant Brassica napus (voir paragraphe précédent).

- Génotype: Les résultats présentés dans cet article qui concernent la congélation
d'embryons somatiques de palmier à huile, illustrent parfaitement le rôle important du
génotype: les taux de reprise diffèren t en effet entre les 2 clones étudiés.

Taille et stade de développement
Pour leur cryoconservation, les embryons doivent être utilisés aux premiers stades

de leur développement (Withers, 1980 ; Henshaw, 1982 ; Engelmann et coll., 1985). Ils
doivent être suffisamment petits (stades globulaire, cœur, torpille) et formés de cellules
méristématiques pour résister, dans leur intégralité, à la congélation, mais suffisamment
développés pour pouvoir être cultivés in vitro ; ainsi, les embryons zygotiques de colza
doivent avoir une taille minimale de 100 Il m. Les embryons déjà trop différenciés ne
survivent que partiellement à la congélation et ne peuvent donner directement de plantes
entières, sans passage par une phase de callogenèse in termédiaire (Withers, 1979).

Teneur en eau et déshydratation
Pour résister à la congélation, les embryons doivent pouvoir supporter une déshy­

dratation partielle préalable. C'est le cas notammen t des embryons zygotiques de palmier
à huile (Grout et coll., 1983), d'orge (Withers, 1982), ou des embryons somatiques de
palmier à huile (Engelmann et coll., 1985). Withers (1982) attribue principalement à une
mauvaise résistance à la déshydratation les difficultés rencontrées pour la congélation
d'embryons zygotiques de colza.

Nature et concentration des agents cryoprotecteurs
Les substances cryoprotectrices doivent être utilisées à une concentration non to­

xique pour le matériel. Ainsi, les embryons zygotiques de colza supportent des concen­
trations de DMSO pouvant aller jusqu'à 10 % ; les concen trations plus fortes sont toxi­
ques. Comme l'indique le tableau l, le DMSO est très couramment employé dans une
gamme de concentration de 5 à 15 % (Daucus carota, A tropa belladonna, PetunÎlJ hybri­
da, Hordeum vulgare, etc.). Suivant les cas, il peut être associé à d'autres agents cryopro­
tecteurs, tels que le saccharose et/ou le glycérol (Arachis hypogoo, Primula obconica,
Triticale, Triticum aestivum etc.). L'utilisation de mélanges de cryoprotecteurs en faibles
concentrations est parfois moins toxique et plus efficace que l'emploi d'un des consti­
tuants du mélange à la concen tration totale (Finkle et coll., 1985). Au contraire, pour les
embryons somatiques de palmier à huile, le saccharose est utilisé seul, à forte concen tra­
tion (0, 75 M). L'addition de DMSO ou son remplacement total ou partiel par du sorbi­
tol n 'amélioren t pas les résultats.

Méthode et vitesse de congélation
Différentes méthodes de congélation peuvent être utilisées: l'immersion directe

du matériel dans l'azote liquide (embryons zygotiques de Brassica napus, Cocos nuci­
fera, Elaeis guineensis, etc.), la congélation en ampoule, à sec (embryons somatiques de
palmier à huile) ou en milieu liquide (Arachis hypogea, Arachis vil/osa, Triticale, etc.),
ou bien la congélation en paillettes pour les embryons zygotiques de colza. Les vitesses
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de congélation peuvent également varier de plusieurs milliers de degrés par minute lors
d'une congélation ultra-rapide à 0, 5°C ou 1°C min- l lors de congélations lentes (em­
bryons somatiques de palmier à huile), vitesses obtenues par l'emploi de congélateurs
programmables.

Une méthode et une vitesse de congélation optimales doivent être définies plus ou
moins précisément selon le matériel considéré. Ainsi, seule une congélation rapide permet
pour l'instant la survie d'embryons zygotiques de colza ou de blé (Bajaj, 1980). Par
contre, les embryons zygotiques d'orge (Withers, 1981) ou les embryons zygotiques de
palmier à huile supportent une large gamme de vitesses de refroidissement. Pour Withers
(1982), ce résultat est principalement dû au fait que les embryons zygotiques d'orge
supportent facilement une déshydratation importante.

Réchauffement
Le réchauffement est une phase importante des processus de cryoconservation. Le

réchauffement rapide généralement pratiqué permet d'éviter la recristallisation de la glace
lors de la remontée en température. Withers (1979) indique qu'un réchauffement lent
peut être utilisé pour des structures de taille importante, car il permettrait notamment
un réchauffement plus uniforme du matériel.

Post-traitement
Le post-traitement, c'est-à-dire la culture du matériel après sa décongélation, est

une phase dont l'importance est souvent sous-estimée. Des modifications, mêmes mineu­
res, de ses conditions peuvent avoir des conséquences essentielles sur le succès de la
cryoconservation d'une espèce donnée. Ainsi, après la décongélation d'embryons zygo­
tiques de maïs, l'incorporation de charbon actif au milieu de culture empêche la ca/loge­
nèse et permet ainsi aux embryons de se développer directement en plantules (Withers,
1978). La modification de la composition hormonale du milieu de post-traitement peut
également être importante : seule l'adjonction de 2,4-D (10-6 M) pendant 3 semaines
après leur décongélation conduit à la reprise de la prolifération de massifs d'embryons
somatiques de palmier à huile (Engelmann et coll., 1985).

Des plantes entières ont déjà été obtenues à partir d'embryons zygotiques, polli­
niques, nucelJaires et somatiques d'espèces végétales très diverses. Les perspectives de re­
cherche pour l'application des techniques de cryoconservation à des matériels nouveaux
ou l'amélioration des résultats présentés dans cet article concernent la définition des
conditions optimales, pour une espèce donnée, des divers paramètres discutés précé­
demment.

La cryoconservation des embryons a des applications immédiates pour la conserva­
tion des espèces à graines récalcitrantes, des embryons somatiques produits par la culture
in vitro ainsi que pour ceUe d'embryons hybrides provenant de croisements normalement
stériles.

En résumé, la cryoconservation des embryons doit être envisagée pour conserver
le matériel génétique des espèces à semences récalcitrantes, des plantes sélectionnées
ou des génotypes rares.
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