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1. SUMMARY. The rapid freezing rate (200°C.min~1) used initially for the cryo-
preservation of oil palm somatic embryos ensures recovery rates of 8 and 15%
respectively for the 2 clones studied. A two-stage freezing method, which
comprizes a controlled freezing (0.5 to 40°C.min~1) from +20°C to -100°C,
followed by the immersion of the samples in liquid nitrogen, ensures similar
results with freezing rates faster than 1°C.min~!. The large extent of the
usable freezing rates should allow the determination of a suitable rate for
every clone. Lastly, the use of a programmable freezer is not obligatory for
the cryopreservation of such a material.

2. INTRODUCTION. La technique de multiplication végétative in vitro du palmier
& huile utilise 1'embryogenése somatique & partir de cals foliaires (12). Ce
procédé est maintenant employé pour la production industrielle de vitro-plants
(11). L'entretien de cultures en conditions artificielles pendant plusieurs
années présente des risques pour la stabilité génétique du matériel, risques
qui augmentent avec la durée de culture in vitro et la présence de régulateurs
exogénes dans le milieu (2). Ceci peut conduire & une perte de la conformité
des vitro-plants par rapport & l'individu de départ. Cette possibilité a été
illustrée récemment, dans le cas du palmier & huile, par des chercheurs anglais
(4) : 952 des arbres produits i partir de matériel clonal cultivé in vitro pen-
dant 3 ans présentent des anomalies graves de développement.

La seule méthode susceptible d'assurer & la fois le maintien des caracté-
ristiques des cultures, leur stockage dans un faible volume & 1l'abri des conta-
minations et un entretien réduit, est la cryoconservation, c'est-a-dire la
conservation & trés basse température, généralement celle de 1'azote liquide
(-196°C). A cette température, en effet, les divisions cellulaires sont blo-
quées et tous les processus métaboliques sont arrétés (9). Le matériel végétal
peut étre ainsi conservé sans altérations ni modifications pendant une durée
théoriquement indéfinie. La technique de cryoconservation mise au point pour
les embryons somatiques de palmier A huile utilise un refroidissement rapide
(6). Elle permet d'obtenir réguliérement une reprise de 1'embryogendse adventi-
ve et des vitro—plants dont le développement en pépiniére est normal jusqu'a
présent (5). .

Dans cet article, 1'effet de refroidissements plus lents (0,5 & 40°C.min~1)
est comparé aux résultats obtenus avec la technique de congélation rapide
(200°C.min~1) initialement employée (6).

3. MATERIEL ET METHODES. Deux clones d'embryoldes ont été utilisés : le clone
BC 068, provenant d'un jeune plant de pépiniére et le clone BC 156, obtenu a
partir d'un arbre adulte.

Les embryoides sont cultivés sur un milieu de Murashige et Skoog modifié
(8) contenant 0,1M de saccharose et dépourvu de régulateurs de croissance (6).
Des essais préliminaires ont montré qu'une culture de 2 mois sur le milieu
standard contenant 0,3M de saccharose permet d'obtenir avec une fréquence éle-
vée de jeunes embryons non chlorophylliens, d'une taille de 1 & 3 mm qui sont
seuls capables de supporter la congélation. Ces jeunes embryons sont ensuite
isolés par massifs et subissent le traitement suivant :
~ Prétraitement : Les massifs d'embryons sont placés dans des boltes de Petri
pendant 7 jours, sur un milieu gélosé (8 g/1) contenant 0,75M de saccharose-
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- Congélation : les massifs d'embryons sont introduits 2 sec dans des ampoules
stériles de 2 ml en polypropyléne.

. Refroidissement rapide (200°C.min"1) : les ampoules cryobiologiques sont
immergées directement dans 1l'azote liquide.

. Refroidissement en deux étapes : refroidissement contr3lé de +20°C i -100°C
réalisé 3 ITaide d'un congélateur programmable de type " Minicool ", suivi
d'une immersion des ampoules dans l'azote liquide. Les vitesses de congélation
utilisées sont de 0,5 ; 1 ; 5 ; 10 ; 20 et 40°C.min~!.
= Réchauffement : les échantillons sont décongelés en plongeant les ampoules
dans un bain marie A 40°C pendant 1 min.

-~ Post-traitement : les massifs d'embryoides sont cultivés pendant 3 semaines
en boites de Petri sur un milieu contenant 10~6M de 2,4-D (acide 2,4-dichloro-
phénoxyacétique), avant leur repiquage en tubes sur un milieu dépourvu d'hor-
mgones de croissance.

4. RESULTATS. Les résultats concernant les taux de survie et de reprise des
massifs d'embryoides aprés leur congélation sont représentés sur la Fig. 1. Le
taux de survie, déterminé 3 semaines aprés la congélation, correspond au pour-
centage de massifs ayant présenté une croissance pendant le post-traitement. Le
taux de reprise, mesuré 11 semaines aprés la décongélation, correspond au pour-
centage de massifs congelés ayant présenté une reprise de l'embryogendse adven-
tive.

Le taux de survie des embryoldes du clone BC 068 apris une congélation 2
-196°C varie de 587 A 80%, quelle que soit la vitesse de refroidissement. Avec
le clone BC 156, au contraire, les écarts sont plus marqués entre les taux de
survie obtenus pour les refroidissements lents (48% pour 0,5°C.min~1 et 46%
pour 1°C.min-1) et les refroidissements les plus rapides (10 a 200°C.min~!) qui
assurent des taux de survie variant de 75 3 79%. Les différénces observées
entre ces deux groupes de résultats, refroidissements lents et refroidissements
plus rapides, sont significatives (test X2, p = 0,05). Pour une vitesse de
refroidissement donnée, la comparaison entre clones des taux de survie obtenus
ne fait apparaftre aucune différence significative (test X2) que le refroidis-
sement soit lent ou rapide. :

Pour le clone BC 068, une reprise de la prolifération est obtenue dans
tous les cas, Elle varie de 9,3% aprés une congélation de 0,5°C.min~1 2 22,9%
pour une descente en température de 20°C.min~!. Les différences observées ne
sont pas significatives (test Xz, p = 0,05). Dans le cas du clone BC 156, aucu-
ne reprise de l'embryogenése n'est obtenue lorsque les massifs d'embryoides
sont congelés a la vitesse de 0,5°Cimin~!;le pourcentage de reprise est faible
pour un refroidissement de 1°C.min~! (2,1%) ; il augmente ensuite pour se sta-
biliser 2 8,33% pour des vitesses de congélation de 20 ; 40 et 200°C.min~1, Les
résultats obtenus avec les refroidissements les plus rapides, 20 ; 40 et 200°C,
min~! sont significativement différents du taux de reprise observé avec la
vitesse de congélation la plus lente, soit 0,5°C.min~1.

La comparaison des taux de reprise obtenus au cours de cette expérimenta-
tion fait ressortir des différences importantes entre les deux clones, BC 068
et BC 156 (15 pour le premier clone en moyenne, toutes conditions confondues
et 6% en moyenne pour le second). Cette différence de comportement en faveur du
clone BC 068 se manifeste quelle que soit la vitesse de refroidissement. Les
courbes représentant les variations des taux de survie et de reprise de chaque’
clone ont des tracés paralliles : la différence entre les taux de survie et de
reprise reste pratiquement constante quelle que soit la vitesse de refroidisse~
ment ; elle est d'environ 557 pour le clone BC 068 et de 62% pour le clone BC
156. Les-taux de reprise du clone BC 156 apparaissent ainsi inférieurs 2 ceux
obtenus avec le clone BC 068 .

Pour certaines vitesses de congélation, les expérimentations ont &été re-
nouvelées plusieurs fois, afin de juger de la reproductibilité des résultats.
Les taux de reprise obtenus avec les deux clones au cours de ces différentes
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Fig. 1 : Effets de la vitesse de refroidissement (°C.min~1) sur la survie
(Yr, k) et la reprise de la prolifération ((O,@) de massifs d'embryoides
des clones BC 068 (Yr,O) et BC 156 (% ,@). 43 2 48 massifs d'embryoides
ont été utilisés par condition. Les traits verticaux représentent les in-
tervalles de confiance des pourcentages de survie et de reprise.

expériences sont indiqués dans le Tabl.1. Avec des vitesses de refroidissement
faibles (0,5 et 1°C.min~1) les taux de reprise sont inférieurs 3 ceux obtenus
avec des vitesses de congélation égales ou supérieures & 5°C.min~1, aussi bien
pour le clone BC 068 que pour le clone BC 156. Le clone BC 156 semble plus sen-
sible & 1a congélation que le clone BC 068 qui présente des pourcentages de
reprise supérieurs dans toutes les conditions expérimentales. Le taux de repri-
se de la prolifération des massifs d'embryolides des deux clones semble donc
dépendre de la vitesse de congélation.

Vitesse de refroidissement ('C.min_l)

| |
| |
[ 0,5 f 1 | S5 1 110 | 20 | 4o | 200 |}
' ' [T ! ' ! H \
\ |Taux de re-] 7,8 | 7,8 | 20,3 | 12,2 | 23,8 | 15,2 | 18,2 |
ICLONElprise moyen | i | | I | ] ]
PS8 xy | (2-18) | (2-18) 1(10-34)_|(7,5-22)1(14-26) | (7-26) 1(10-28) |
: | [Taux de re-] 1,2 | 2,0 | 7,6 | 6,3 | 83 | 86 | 8,1
a CLONE ‘
. |Bc156|prise moyen| | f | | | | {
| [1¢5) ] (0-5) 1 (0-10) | (2-17) | (1-16) | (2-20) | (3-18) | (3-15) |

Tabl. 1 : Pourcentages moyens de reprise de la prolifération d'embryoides des
clones BC 068 et BC 156 aprés congélation en fonction de la vitesse de
refroidissement. Le taux de reprise moyen pour chaque vitesse de congéla-
tion est indiqué avec son intervalle de confiance entre parenthéses.
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5. DISCUSSION. Les taux de survie obtenus avec les embryoldes des deux clones
étudiés sont relativement élevés quelle que soit la vitesse de congélation,
puisqu'ils varient de 58 3 81% pour le clone BC 068 et de 46 2 79% pour le clo-
ne BC 156. Entre la mesure de la survie, 3 semaines aprés la décongélation, et
celle de la reprise de la prolifération des massifs, 11 semaines aprés le
réchauffement, un certain nombre de massifs considérés comme vivants 3 la fin

.du post-traitement se nécrosent, dans des proportions i peu prids équivalentes

pour toutes les vitesses de refroidissement. SEIBERT et WETHERBEE (13) obser-
vent le méme phénoméne aprés la congélation de méristémes d'oceillets : 35 2
40 des méristémes congelés ne se développent pas pour donner des plantules,
quelle que soit la vitesse 4 laquelle ils ont été refroidis. Il est probable
que les massifs d'embryoides dont 1'évolution reste limitée ne présentent plus
assez de tissus méristématiques vivants pour assurer une reprise ultérieure de
la prolifération. Ce phénoméne est particulidrement net pour des congélations
lentes : la reprise de la prolifération, lorsqu'elle a lieu, se produit seule-
ment & partir de zones localisées des massifs congelés. La différence de ré-
sistance 3 l'azote liquide qui existe entre les deux clones étudiés est & rap-
procher des observations similaires faites dans le cas d'apex de pomme de terre
(14), ou d'ceillet (7). Les meilleurs résultats obtenus avec le clone BC 068
pourraient €tre dis & la reprise plus rapide de la multiplication des cellules
et des processus de restauration des fonctions cellulaires transitoirement al-
térées par la congélation, comme le transport actif 1ié au plasmalemme (3).

Le résultat le plus original concernant les embryoides de palmier & huile
est la possibilité d'obtenir une reprise de leur prolifération aprés des congé-
lations & des vitesses trés différentes, de 0,5°C.min~! i 40°C.min~1 jusqu'a
-100°C avant immersion dans 1‘azote liquide ou d'enviren 200°C.min~1 lors d'une
congélation directe & -196°C, Les taux de reprise sont cependant plus faibles
pour des refroidissements lents (0,5 et 1°C.min"') que pour des refroidisse-
ments plus rapides. En effet il existe pour tout matériel une gamme assez ré-
duite de vitesses de congélation permettant d'obtenir des taux de survie élevés.
Ainsi, dans le cas de méristimes de fraisier, l'optimum se situe i 0,84°C.min~!
avec une survie de 957 ; elle chute & 33%Z si la vitesse de congélation passe &
0,95°C.min~! (10). En ce qui concerne les embryons, seule une congélation rapi-
de a permis jusqu'ad présent la survie d'embryons zygotiques de mais (15) ou de
blé (1). Au contraire, des embryons somatiques de carotte ne survivent qu'a des
refroidissements lents ou intermédiaires (16).

Sur le plan pratique, la répétition de certaines expériences de congéla-
tion a conduit a l'obtention de taux de reprise voisins, ce qui permet de con-
clure 3 une bonne reproductibilité des résultats. D’autre part, l'étendue im-
portante des vitesses de congélation utilisables doit permettre de trouver un
régime de refroidissement adapté i chaque clone. Enfin, si 1‘'utilisation d'un
congélateur programmable permet seule d'obtenir des vitesses de refroidissement
précises et parfaitement reproductibles, la congélation des massifs d'embryoi-
des par immersion directe des ampoules cryobiologiques dans l'azote liquide a
donné de bons résultats avec les clones étudiés. Le stockage de clones d'embry-
ofdes de palmier 2 huile est donc également réalisable sans appareillage sophis-
tiqué.
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