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Résumé — Plusieurs procédés ont permis d’améliorer ou d’obtenir la résistance d’apex
ou d’embryons somatiques d’arbres fruitiers (pommier, poirier, pécher et caféier) & une
congélation dans P’azote liquide. Deux procédures nouvelles, impliquant un enrobage
préalable des organes végétatifs dans des billes d’alginate, ont été mises au point pour
les apex. Dans le procédé d’encapsulation-déshydratation, la déshydratation des cellules
est obtenue par évaporation dans un flux d’air stérile, & température ambiante. Dans la
technique d’encapsulation-vitrification, les organes enrobés sont incubés dans des solutions
complexes comprenant moins de 30% d’eau. Différents paramétres ont été étudiés :
teneur en saccharose et en diméthylsulfoxyde pendant le prétraitement, endurcissement
au froid des vitroplants, durée et température de conservation, composition des milieux
de vitrification.

cryoconservation / arbre fruitier / encapsulation / déshydratation / vitrification

Summary - Cryopreservation of fruit-tree somatic embryos and shoot tips. An
improved survival of somatic embryos and shoot tips of fruit trees (coffee, pear, apple and
peach) after storage in liquid nitrogen was obtained, using various procedures. Conventional
procedures involved preculture with sucrose, using enriched preculture media, loading with
dimethylsulforide, using freeze-induced cell dehydration, cooling in liquid nitrogen and
rapid thawing. For coffee, secondary embryogenesis recovery depended on sucrose and
dimethylsulfoxide concentrations in preculture and loading media. High recovery rates of
frozen pear and apple shoot tips were obtained after cold hardening of in vitro donor plants.
In the encapsulation-dehydration procedure, shoot tips were encapsulated in alginate beads,
dehydrated under a sterile air flow at room temperature, directly cooled in liquid nitrogen
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and rewarmed slowly in air. Shoot recovery was dependent on cold hardening of donor
in vitro plantlets and preculture in sucrose-enriched medium but was not affected by the
duration of storage at —196°C or —70° C. This procedure was applied to 17 cultivars of
apple and pear. Shoot recovery remained high. The encapsulation—vitrification procedure
consisted of loading and osmotic dehydration by exposure of encapsulated organs (shoot tips
of apple and peach) to concentrated miztures of penetrating and non- or low-penetrating
cryoprotective agents.

cryopreservation / fruit tree / encapsulation / dehydration / vitrification

INTRODUCTION

Les techniques conventionnelles de cryoconservation impliquent généralement une
préculture en présence de saccharose ou de polyols, une incubation avec du
diméthylsulfoxyde (DMSO), une déshydratation partielle des cellules par la cris-
tallisation du mélange cryoprotecteur pendant un prérefroidissement progressif, un
refroidissement rapide ou «trempe» dans l’azote liquide et un réchauffement rapide.
Ces techniques se sont révélées inadaptées a la cryoconservation des apex de nom-
breuses especes ligneuses. Une alternative existe & ces méthodes; elle consiste a rem-
placer la déshydratation a basse température par une déshydratation & température
ambiante (Dereuddre, 1992). Elle comporte 2 procédés selon le mode de déshydra-
tation utilisé.

Dans les techniques de vitrification qui ont d’abord été appliquées a des proto-
plastes et & des suspensions cellulaires (Langis et al, 1989; Uragami et al, 1989;
Langis and Steponkus, 1990), la déshydratation des cellules est réalisée par une in-
cubation des échantillons dans des solutions complexes contenant une faible quan-
tité d’eau (moins de 30%). Dans les techniques de déshydratation, I’élimination de
P’eau cellulaire susceptible de geler est réalisée par évaporation & température am-
biante dans un flux d’air stérile ou en présence de silicagel, en atmospheére confinée
(Dereuddre et al, 1990b; Uragami et al, 1990; Dereuddre et al, 1991a).

Afin de limiter et de réguler la déshydratation des échantillons en minimisant
les chocs osmotiques lors des différentes étapes du protocole de cryoconservation,
un enrobage préalable des organes végétatifs dans des billes d’alginate de calcium
a été utilisé pour la cryopréservation des apex de poirier (Dereuddre et al, 1990b).
Ce procédé est proposé pour la cryoconservation des apex d’autres espéces d’arbres
fruitiers (pommier et pécher).

MATERIEL ET METHODES
Matériel

Les massifs d’embryons somatiques de caféier (Coffea arabica et Coffea canephora)
sont prélevés au stade globulaire sur des cals embryogénes obtenus & partir de
fragments foliaires selon la méthode de Dublin (1981).

Les microboutures et les apex de poirier (cv Beurré Hardy) et de pommier
(cv Golden Delicious) sont cultivés & 23-24°C avec une photopériode de 16 h, selon
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les protocoles décrits précédemment (Scottez et al, 1992; Paul, 1993). L’acclima-
tation des vitroplants est réalisée & température basse (+1 ou +4°C), en lumiere
continue ou & Pobscurité, pendant 1 & 32 semaines.

Les vitroplants de pécher sont entretenus sur le milieu MLO4 (Deogratias et al,
1989). L’endurcissement des vitroplants de cette espéce est réalisé en photopériode
de 14 h (23°C le jour et 4°C la nuit), pendant 2 & 10 j.

Techniques de cryoconservation
Technique conventionnelle

Les embryons somatiques de caféier ou les apex de poirier et de pommier, sont
précultivés pendant 18 h sur un milieu enrichi en saccharose, puis incubés dans
un milieu liquide contenant la méme concentration en saccharose que pour la
préculture et 0 & 10% de DMSO. Aprés transfert dans des tubes cryobiologiques,
les échantillons sont refroidis progressivement (0,5°C-min~!) jusqu’a —40°C, avant
d’étre plongés dans 1’azote liquide. Ils sont ensuite réchauffés au bain marie (+40°C)
avant d’étre transférés sur le milieu de réactivation (Dereuddre et al, 1990a;
Bertrand-Desbrunais, 1991 ; Scottez, 1993; Paul, 1993).

Technique d’encapsulation-déshydratation

Les apex sont d’abord enrobés dans des billes d’alginate, puis précultivés pendant
18 h dans un milieu enrichi en saccharose (0,1 & 2 M). Ils sont ensuite déshy-
dratés dans un flux d’air stérile, transférés & sec dans des tubes cryobiologiques
puis congelés dans I’azote liquide par immersion directe. Ils sont ensuite réchauffés
progressivement dans l'air & température ambiante. Sauf indication contraire, la
teneur en saccharose du milieu de préculture est de 0,75 M, la durée d’endurcis-
sement des vitroplants de 8 semaines, la teneur en eau des billes d’alginate aprés
déshydratation, de 20 + 1%.

Techniques de vitrification

Pour le pommier (Paul, 1993), aprés une préculture d’une nuit en présence de 0,75 M
de saccharose, les apex enrobés sont transférés dans des milieux de plus en plus
concentrés (1 M, 1,5 M puis dans le mélange 9-5 contenant 9 g de saccharose pour
5 g de milieu), puis dans le mélange de vitrification comportant du saccharose, de
I’éthyléne glycol et de ’eau dans les proportions 9/6/5 (P:P:P). Les billes d’alginate
sont ensuite placées 4 sec dans des tubes cryobiologiques, congelées directement
dans ’azote liquide avant d’étre réchauffées par exposition a l’air & température
ambiante.

Dans le cas du pécher, les apex enrobés sont précultivés pendant 2 j sur un milieu
solide contenant 5% (V:V) de DMSO et 2% (P:V) de proline. Ils sont ensuite incubés
pendant 10 & 30 min dans un mélange comportant 30% (P:V) de glycérol, 15% (P:V)
d’éthyléne glycol, 10% (P:V) de DMSO et 15% (P:V) de saccharose ou de mannitol
dans 100 ml de milieu de culture dilué de moitié. Aprés un prérefroidissement
(1°C-min~!) jusqu'a —40°C, les échantillons sont congelés dans I’azote liquide et
réchauffés au bain marie.
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RESULTATS
Caféier
Effets du prétraitement

Seules les techniques conventionnelles ont été appliquées. Dans ces conditions, la
tolérance des embryons somatiques 4 une congélation dans I’azote liquide dépend de
la concentration en saccharose et en DMSO dans les milieux de prétraitement. Pour
une concentration en DMSO de 5% dans le milieu d’incubation, la concentration
optimale en saccharose est de 0,5 M (fig 1A). La reprise de 'embryogenése
adventive et la production de nouvelles cultures a été obtenue avec 33% des
massifs d’embryons congelés dans 1'azote liquide, 8 sem aprés le réchauffement. Une
concentration optimale existe également pour le DMSO. Pour une concentration
en saccharose de 0,5 M (fig 1B), un taux de reprise de embryogenése adventive
supérieur ou égal & 30% a été obtenu pour des concentrations en DMSO de 2,5 et

5%.
Effets du post-traitement
Un accroissement important de la survie des embryons somatiques a été ob-

tenu en plagant les massifs d’embryons & l’obscurité pendant 3 semaines aprés
le réchauffement. Aprés un retour aux conditions standards d’éclairement, un taux
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Fig 1. Effets de la concentration en saccharose (A) et en DMSO (B) dans les milieux
de préculture (saccharose) et d’incubation (saccharose plus DMSO) sur la reprise de
Pembryogenése adventive apres congélation dans ’azote liquide, chez Coffea arabica.
L’effet de la concentration en saccharose a été étudié en présence de 5% de DMSO, celui
du DMSO en présence de 0,5 M de saccharose. La reprise de I’embryogeneése a été estimée
8 semaines apres le réchauffement.
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de reprise de l’embryogenése de 57% a été obtenu, au lieu de 27% lorsque les
massifs d’embryons sont transférés directement en conditions photopériodiques,
immédiatement apres leur réchauffement.

Le protocole expérimental, appliqué & des massifs d’embryons de Coffea cane-
phora, a donné un taux de survie similaire (28%) en présence de 0,3 M de saccharose
et 5% de DMSO.

Poirier, pommier

En ce qui concerne la cryoconservation des apex de ces 2 espéces, les 3 techniques
ont été développées successivement.

Technique conventionnelle

Dans la technique conventionnelle, la concentration en saccharose utilisée dans les
milieux de prétraitement est de 0,75M, celle du DMSO, de 10%. La reprise des
apex apres la congélation dans 1’azote liquide dépend étroitement d’un traitement
au froid des vitroplants : elle augmente progressivement en fonction de la durée
d’endurcissement (fig 2A) : aprés 2 mois d’endurcissement, les taux de reprise
atteignent 60% pour le poirier et 40% pour le pommier.

Technique d’encapsulation-déshydratation

Endurcissement des vitroplants

Le taux de reprise des apex dépend également d’un endurcissement préalable des
vitroplants : il augmente progressivement, en fonction de la durée de traitement,
atteignant environ 80% aprés 8 & 12 semaines d’exposition au froid (fig 2B). Un
traitement plus long n’améliore pas la résistance des apex; une certaine diminution
de la survie peut étre observée lorsque ’endurcissement des vitroplants est prolongé
au-dela de 12 sem.

Concentration en saccharose du milieu de préculture

Les apex excisés sur des vitroplants endurcis pendant 2 mois sont précultivés
pendant 18 h en présence de différentes concentrations en saccharose (0,088 &
2 M). La quasi-totalité des apex tolére de telles précultures. La tolérance a la
déshydratation (jusqu'a 20% d’eau résiduelle en moyenne dans les billes par rapport
au poids de matiére fraiche), puis & la congélation dans I’azote liquide passe par un
maximum (pour 0,75 & 1 M) (fig 3 A et B).

Un parallélisme étroit existe entre la tolérance des apex a la déshydratation et
leur survie & une congélation dans l’azote liquide. Dans les conditions optimales
(préculture 0,75M de saccharose, 20% d’eau résiduelle, congélation directe dans
’azote liquide), des taux de reprise compris entre 50 et 82% sont réguliérement
enregistrés. Les variations observées résultent vraisemblablement de I'état physio-
logique du matériel végétal, different d’une expérience & l'autre.
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Fig 2. Effets d’un traitement & basse température sur la tolérance d’apex de poirier
(cv Beurré Hardy) et de pommier (Golden Delicious) & une congélation dans I’azote liquide.
L’endurcissement des vitroplants de poirier a été réalisé a +1°C en lumiére continue, celui
des vitroplants de pommier & +4°C & I'obscurité. La préculture a été réalisée avec 0,75 M
de saccharose. Deux techniques, conventionnelle (A) et d’encapsulation-déshydratation
(B) ont été utilisées.

poirier pommier
100 + 4 100 - 100 {1 100
S — = o
= = z
« 80 {1 80 & @ 80 4 80 X
e \u — I
a. ® a =
o v
o 60 | 16 3 o 6o0f { 60 2
5 S 3 o
o
3 § 3 s
sS40} {40 . 3 40} 1 40 &
= : = 3
L] E L] [
.20 | 1 20 = . 20F A —a—A—a {1 20 =
o] A o A
= o i 4 4 1 l- O =~ = 0 L A 1 i ] 0 =
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
concentration en saccharose (M) concentration en saccharose (M)
A B

Fig 3. Evolution des taux de reprise des apex de poirier (cv Beurré Hardy) (A) et
de pommier (cv Golden Delicious) (B) aprés déshydratation (o) puis congélation dans
l’azote liquide (o) selon la technique d’encapsulation-déshydratation, en fonction de la
concentration en saccharose dans le milieu de préculture. (a) Teneur en eau des billes. Les
barres verticales représentent les intervalles de confiance (P = 5%).

Effet variétal

Différents cultivars de pommier et de poirier, ainsi que plusieurs porte-greffes, ont
été testés en application de la technique d’encapsulation-déshydratation (fig 4).
Tous les cultivars et porte-greffes testés ont toléré une congélation dans ’azote
liquide. Les taux de reprise sont compris entre 22% et 83%.
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Fig 4. Taux de reprise des apex de différents cultivars de pommier {Golden Delicious,
Mutsu, Reinette Clochard et Idared), de poirier (Beurré Hardy, Passe Crassane, Doyenne
du Comice, Williams P415, Abate Fetel et HW 609) et de porte-greffes de pommier (M111
et M26) et de poirier (OHF 282, 87, 333, 217 et 51), aprés congélation dans I’azote liquide
selon la technique d’encapsulation-déshydratation.

Effets de la température de stockage sur la durée de conservation

Différentes températures ont été envisagées pour la conservation des apex enrobés
et déshydratés : —196°C, —70°C, —25°C, 0°C et +23°C (fig 5). A 23°C, la survie
des apex diminue rapidement : aucun ne résiste au-dela de 3j de conservation. A
la température de 0°C, les apex peuvent étre conservés pendant 1 mois avec 57%
de reprise. Au-dela de cette durée, la résistance des apex diminue et s’annule apres
6 mois de conservation. A la température de —20°C, les durées potentielles de
conservation sont plus longues : les taux de reprise des apex sont encore de 18%,
apres un an de conservation. Pour des températures de ~70 et —196°C, les taux de
reprise restent élevés : aprés 1 an de conservation les taux de reprise des apex sont
encore de 82% et de 77% respectivement. Dans le cas d’une conservation de 2 ans
dans ’azote liquide, un taux de reprise de 74% a été obtenue chez le poirier, valeur
du méme ordre de grandeur que celle obtenue apres 1 h seulement de conservation.
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Fig 5. Evolution des taux de reprise des apex de poirier (cv Beurré Hardy) et de pommier
(cv Golden Delicious) aprés déshydratation puis congélation dans ’azote liquide selon la
technique d’encapsulation-déshydratation, en fonction de la température et de la durée
de conservation. Les barres verticales représentent les intervalles de confiance (P = 5%);
m Pommier —196°C; e Poirier —196°C; o Poirier —70°C; A Poirier —20°C; 0 Poirier
0°C; V Poirier 23°C.

Un résultat analogue a été obtenu pour une conservation de 6 mois des apex de
pommier dans I’azote liquide.

Technique d’encapsulation-vitrification
Différents milieux ont été testés. Le plus fort pourcentage de reprise (76%, pommier)
a été obtenu sans endurcissement des vitroplants, avec un mélange cryoprotecteur

comportant 9 g de saccharose, 6 g d’éthyléne glycol et 5 g d’eau (tableau I).

Pécher

Technique d’encapsulation-vitrification

Le milieu de vitrification utilisé et le résultat obtenu avec cette espece sont donnés
dans le tableau I. Aprés vitrification, environ 50% de reprise ont été obtenus.
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Tableau I. Composition des milieux utilisés pour la cryoconservation par vitrification
des apex de pécher et de pommier, avec indication des pourcentages de reprise obtenus
aprés un refroidissement progressif en 2 étapes (RP) pour le pécher, ou rapide (RR)
pour le (pommier). QSFP 100 ml : quantité suffisante pour faire 100 ml de solution de
vitrification.

Matériel Glycérol EG DMSO Mannitol Saccharose Milieu de Reprise

(9) (9)  (9) (9) () culture MC/2 (%)
ou eau
Pécher 30 15 12 15 MC/2 50
(RP) QSF 100
ml

Pommier 60 90 Eau 50 ml 76
(RR)
DISCUSSION

Les techniques conventionnelles et les techniques faisant appel & un enrobage
des apex ont permis d’améliorer ou d’obtenir la résistance d’apex ou d’embryons
somatiques & une congélation dans ’azote liquide. .

Ainsi, pour le caféier, par rapport aux résultats obtenus aprés une préculture
de 24 h en présence de 0,75 M de saccharose (Bertrand-Desbrunais et al, 1988),
le temps de latence de 17 semaines, nécessaire & une reprise de prolifération a pu
étre réduit & 8 semaines. Toutefois, (Bertrand-Desbrunais, 1991) seule une reprise
de ’embryogenése adventive a été obtenue, le développement direct des embryons
en plantule ayant rarement été observé. De plus, le taux de reprise a été porté
4 57% par un post-traitement réalisé & 'obscurité. Ce résultat proviendrait d’une
diminution des réactions de photo-oxydation, lorsque les cultures sont remises a
la lumiere, immédiatement aprés leur décongélation (Benson et Norhona-Dutra,
1988).

Dans le procédé d’enrobage-déshydratation, la teneur en eau des billes permet-
tant d’obtenir des taux de reprise importants est de l’ordre de 20%. C’est celle qui
a été trouvée également pour des apex d’asperge non enrobés et déshydratés en
présence de silicagel (Uragami et al, 1990).

La possibilité d’obtenir une tolérance des apex & une congélation directe dans
’azote liquide aprés une déshydratation & température ambiante permet d’éviter
I’emploi de congélateurs programmables (Scottez et al, 1992; Dereuddre et al, 1991a
et b; Poissonnier et al, 1991 ; Tannoury, 1993, Paul, 1993). Toutefois, chez d’autres
espéces, comme le Solanum phureja (Fabre et Dereuddre, 1990) et le Vitis vinifera
(Plessis et al, 1991), une congélation en 2 étapes donne de meilleurs taux de reprise.

Pour les espéces non tropicales, étudiées dans ce travail, un endurcissement des
vitroplants semble requis pour obtenir une bonne tolérance & la déshydratation puis
a la congélation dans l'azote liquide. Ce traitement & basse température n’est pas
nécessaire pour certaines espéces comme loeillet (Tannoury, 1993). Pour d’autres
espéces qui sont sensibles au froid ou qui ne s’endurcissent pas, il peut étre remplacé
par une préculture prolongée en présence de saccharose (Fabre et Dereuddre, 1990),
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ou par une augmentation progressive de la concentration en saccharose de 0,1 a1 M
(Plessis et al, 1991 ; Poissonnier et al, 1991).

Avec la technique d’enrobage-vitrification, des taux de survie élevés aprés
congélation directe dans ’azote liquide et réchauffement lent ont été obtenus avec
le pommier. Ce résultat contraste avec ceux obtenus par d’autres auteurs sur des
apex de menthe (Towill, 1990), de tréfle blanc (Yamada et al, 1991), de poirier et
de pommier (Niino et al, 1992) et de mirier (Niino et al, 1992). Il est différent
aussi de celui obtenu avec le pécher, traité selon une méthode analogue, pour
laquelle un refroidissement en 2 étapes donne de meilleurs résultats. Cette différence
de comportement est & mettre en rapport avec la composition des milieux de
vitrification utilisés. Le milieu choisi pour le pommier, proche de celui employé pour
les apex d’oeillet (Tannoury et al, 1991), est relativement simple; il ne comporte
que du saccharose et de ’éthyléne glycol.

Quelle que soit la technique utilisée, enrobage-déshydratation ou enrobage-
vitrification, la tolérance des apex & une congélation dans Pazote liquide est &
corréler avec ’existence de transitions vitreuses au refroidissement comme au
réchauffement (Dereuddre et al, 1990b, Tannoury et al, 1991), permettant d’éviter
une cristallisation intracellulaire.

En conclusion, les techniques d’encapsulation-déshydratation et d’encapsulation-
vitrification, par leur simplicité et les applications possibles devraient permettre
Pétablissement de techniques de routine permettant & des apex et & des embryons
somatiques de résister & une congélation dans I’azote liquide.
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