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AVANT PROPOS

Dans le cadre du Programme ordinaire de ["Organisation des Nations Unies
pour I'alimentation et I'agriculture {(FAQJ, une revue de la conservation ex
situ des ressources génétiques forestiéres a été entreprise au début des
années quatre-vingt. Par la suite, la septiéme session du Groupe d’experts
des ressources génétiques forestiéres de la FAQ, tenue en décembre 1989,
a recommandé qu'un document a jour soit préparé sur le rdle potentiel de
cette stratégie en complément des stratégies de conservation in situ
d'usage plus courant. Cette recommandation a été faite en considération
des nouvelles méthodes et technologies utilisables dans le domaine de [a
conservation de graines, de pollen et de tissus d'espéces végétales.

Tout en reconnaissant {'utilité des collections vivantes et des
peuplements conservatoires ex situ, le présent document se concentre sur
les méthodes de stockage ex situ, et s"appuie sur les travaux d'un équipe
de scientifiques de l'Institut forestier national de Petawawa (IFNP) au.
Canada, et sur des discussions et des contacts avec de nombreux
chercheurs a travers le monde. Dans ce domaine gui évolue rapidement, la
situation et les perspectives décrites dans le document correspondent & la
situation au milieu de Fannée 1993.

Nous espérons, dans un proche avenir, publier d’autres informations sur
I'établissement et la gestion des peuplements conservatoires ex s/itu qui
constituent, avec le stockage, un complément utile 4 la conservation in situ
des essences forestiéres longévives, allogames et fortement hétérozygotes.

{
J.P. Lanly
Directeur

Division des ressources forestiéres
Département des foréts
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RESUME

La sécheresse, les changements climatiques et la déforestation provoquent
I"érosion des sols, la désertification et I'appauvrissement de la diversité
biologique. Il en résulte une diminution continue de la capacité de la terre,
dans de nombreuses parties du monde, de produire les biens et les services
nécessaires a la survie de 'homme {FAO, 1289). Ii est essentiel et urgent
de renverser la tendance actuelle de destruction des foréts, de dégradation
des écosystémes et de disparition des ressources génétiques par une
stratégie intégrée de gestion des ressources et de conservation de la
diversité biologique. Cela est particuliérement vrai dans les régions
tropicales et subtropicales ol des écosystémes complexes et riches en
espéces sont rapidement détruits ou transformés, de méme que dans les
régions arides et semi-arides ou des environnements fragiles sont menacés
par la pression croissante des populations humaines, des animaux
domestiques et des fluctuations climatiques {Palmberg, 1987).

En agriculture, la plupart des espéces cultivées sont conservées par des
moyens ex situ, banques de semences, collections vivantes et, dans
certains cas, culture in vitro. En revanche, dans le domaine forestier, &
cause de la longue durée de régénération qu’exigent les arbres, I'approche
privilegiée pour la conservation est lintégration des principes de
conservation in situ & une gestion durable des foréts {Yeatman, 1987),
augmentant ['étendue des foréts aménagées et des aires strictement
protégées, et en complétant ces mesures par la création de banques de
génes et de peuplements conservatoires ex sitv. Par ailleurs, les vergers a
graines, les jardins botaniques et les arboretums pesuvent, dans une
certaine mesure, répondre aux besocins en matiére de conservation et venir
compléter les autres activités de conservation. En dépit des besoins
urgents, la conservation génétique dans le cadre de la gestion des
ressources forestiéres ne se développe que lentement et se limite
généralement a la création de parcs naticnaux et de quelques peuplerments
conservatoires ex situ, vergers a graines et arboretums.



En 1975, le PNUE (Programme des Nations Unies pour I’environnement}
et la FAQ ont réalisé une étude pilote sur la méthodologie de |a
conservation a long terme des ressources génétiques forestiéres dans un
contexte global {(Roche, 1975). Le rapport de I'étude recommandait que le
réle complémentaire des banques de semences ex situ dans la conservation
des ressources génétiques soit examiné plus a fond, et mettait en évidence
la nécessité d’établir des programmes de recherche, particuliérement dans
le domaine de la conservation et de la germination des semences d’arbres
tropicaux. Une étude du réle réel et potentiel des meéthodes de
conservation ex srtv a été effectuée pour la cinguigme session du Groupe
FAQ d’experts des ressources génétiques forestieres, qui a eu lieu en 1981
(FAQ, 1985). A la Septiéme session du méme groupe, en décembre 1989,
celui-ci a recommandé gue soient mises a jour les études antérieures
relativement a la conservation ex situ de semences, de pollen et de
cultures i vitro d’essences forestiéres, utilisée pour compléter les
stratégies de conservation in sitv (Anon., 1989).

En réponse a la recommandation du groupe, la FAO a confié a l'institut
forestier national de Petawawa, au Canada, de réaliser cette etude.

La conservation en conditions contrélées de semences est le moyen le
plus employé de conservation ex s/t des arbres forestiers 4 court terme
{3 4 5 ans} et 4 moyen terme (30 ans ou plus). Généralement, ce moyen
est utilisé en complément a des méthodes de conservation /n situ & long
terme {plusieurs dizaines d‘années, voire un siécle) et d'autres méthodes
de conservation ex s/tu {par ex. des parcelles conservatoires, des banques
de clones, des peuplements & semenciers, des vergers a grainesl. Le
succes de conservation de semences, de pollen et de cultures /i vitro est
lié ala longévité inhérente et au comportement physiologique des espéces
pendant le stockage {orthodoxe, récalcitrant cu intermédiaire), ala qualité
initiale, par exemple a la teneur en eau de la matiére stockée, aux
méthodes et conditions de conservation.

Des essences aux semences du type orthodoxe (par ex. Pinus, Picea sp.}
ont été conservées avec succes jusqu’a 50 ans dans des conditions de
stockage opérationnel normales de +5°C avec une perte de pouvoir
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germinatif de 14 & 34%. Avec des procédés améAIiorés de récolte,
manipulation, traitement et stockage des graines, la longévité des
semences du type orthodoxe pourrait &étre portée a une période de 75 &
100 ans. On pourrait y parvenir a I'aide de la cryopréservation. B’autre
part, malgré une vingtaine d'années de recherches en vue de trouver des
méthodes de stockage efficaces pour conserver les graines d’essences
ligneuses vivaces du type récalcitrant, essences parmi lesquelles on trouve
nombre d’arbres tropicaux importants (par ex. de nombreuses espéces de
Diptérocarpacées} et des espéces industrielles et fruitiéres {par ex. Hevea
brasiliensis, Durio zibethinus, Mangifera indica), seules des méthodes de
conservation a court terme ont été mises au point, permettant de faire
passer la période de conservation de quelgues jours ou quelques semaines
4 une periode de 8 & 12 mois {par ex. Hevea brasiliensis, Thecbhroma
cacao). Ces résultats ont été obtenus par cryopréservation d'embryons
excisés, suivie d'une régénération a l'aide de techniques /n vitro. Ces
méthodes sont trop coliteuses pour des activités a l'échelle opérationnelle,
particulierement dans les pays en voie de développement. D'autires
recherches seront nécessaires afin d’élaborer des procédés de conservation
de graines ultraséches sans réfrigération.

Le mainfien d'une banque de semences efficace exige des techniques
adéquates de contréie de la faculté germinative du stock de semences. Des
rapports consultés recommandent des tests de germination séquentiels; on
est a la recherche de techniques non destructrices pour les tests de
viabilite. Bien que le Comité sur la conservation du Conseil international des
ressources phytogénétiques {1983} ait recommandé une norme de
régénération de B5% de viahilité pour la plupart des essences cultivées, il
n‘existe aucune norme généralement appliquée pourles semences d'arbres
forestiers.

Il est important de noter que méme sile stockage de graines est possible
pendant de longues périodes pour de nombreuses essences d'arbres, la
régénération des de semences conservées présentera des difficultés
presque insurmontables en raison de la longue période végétative que la
plupart des espéces d'arbres connaissent avant de produire des graines, et
aussi des grandes superficies nécessaires pour régénérer ces essences
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d’une grande longévité, allofécondées et hétérozygotes. |l est donc évident
qu’a V'heure actuelle le stockage de semences peut &tre considéré
seulement comme un complément de la conservation /m sity ou de
coliections vivantes de diverses classes d'8ge, constituées sur le terrain et
ol I'on peut récolter de facon continue des graines {et d’autres matériels
de reproduction).

A bien des égards, la conservation du pollen est soumise aux mémes
facteurs que celle des graines. Le comportement physiclogique du pollen
bicellulaire et tricellulaire pendant conservation est comparable 3 celui des
semences du type orthodoxe et récalcitrant, respectivement. Une des
limites possibles du recours a le stockage du pollen pour la conservation
géndtique est la diminution rapide, observée dans certains cas, de la
viabilité des semences produites & partir de pollen entreposé. Jusqu’a ce
que I'exactitude du phénoméne ait été confirmée, on pourrait aveir recours
a le stockage du pollen pour compléter le stockage de semences en tant
que moyen de conservation ex situ. Dans les recherches futures, il y aurait
lieu de se pencher sur la teneur en eau optimale pour la conservation du
polien, le mode de dessiccation et de réhydratation, la température et
I'atmosphére de le stockage, ainsi gque la nécessité d’employer un
cryoprotecteur dans ia cryopréservation, et le type a utiliser.

L'utilisation de cultures de tissus et la génération de semences
artificielles dans le cadre de la conservation ex sitv sont des techniques
nouvelles. De nombreux textes ont été publiés sur les méthodes de
‘cultures de tissus végétaux, mais cette culture n'a été appliquée a des fins
de conservation qu’a des espéces végétales dont I'importance économique
est certaing. On manque également d’expérience dans le domaine de la
préservation du plasma germinatif par 'utilisation de méthodes de culture
de tissus sur une grande échelle. Toutefois, la culture de tissus semble étre
une méthode appropriée de conservation pour plusieurs classes de plantes;
parmi celles-ci figurent des plantes qui ne se propagent que de facon
végétative (par ex. le bananier, le manioc, la pornme de terre), des espéces
aux graines de type récalcitrant (un grand nombre de bois tropicaux, des
essences cultivées industrielles et fruitiéres), des espéces qui connaissent
une longue période végétative avant de produire des graines, et des
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individus stériles possédant des caractéristiques importantes souhaitables
par ex., la récolte des embryons chez les hyhrides). La culture de tissus
constitue en outre un outil pratiqgue dans des opérations telles que
I’obtention de propagules hors de la saison de récolte des graines et dans
i'éradication des maladies.

Bien gue la culture de tissus d’espéces ligneuses vivaces a des fins de
conservation semble présenter de nombreux avantages, elle comporte
également beaucoup d'inconvénients, par exemple la difficulté d’appliquer
fa technique & certaines especes, les variations somaclonales non
contrdlées et la maturation rapide des plantes ayant fait I'objet d'une
culture de tissus. Cependant, des recherches récentes ont permis de définir
des lignes directrices pour limiter les variations somaclonales, et d’autres
techniques novatrices, telles que la microgreffe {c’est-a-dire la greffe in
vitro de méristémes adultes sur de jeunes porte-greffes), peuvent
éventuellement &tre appliquées a des individus adultes. Des protocoles de
culture de tissus peuvent &tre élaborés pour pratiguement toutes les
espéces végétales; toutefois, la conservation a long terme de tissus
présente encore des problémes importants. La cryopréservation (y compris
la vitrification} est la seule technigue a long terme pour conserver de tels
propagules. Cependant, chaque espéce ou groupe d’espéces aura besain
de son propre protocole de stockage, ce qui augmentera les colits de cette
méthode deja onéreuse.

Le rapport souligne la nécessité d’intégrer les approches ex situ et in situ
dans un plan global de conservation de la diversité génétique, et de tenir
compte des avantages de |'éventail des méthodes existantes. Si elles sont
utilisées judicieusement, les méthodes examinées dans le présent
document devraient contribuer de fagon significative a la conservation de
ressources génétiques précieuses d’espéces ligneuses vivaces.

I est indispensable de perfectionner les techniques de culture et de
cryopréservation, la culture de tissus /n vitro, et conservation de semences
artificielles lorsque la matiére est desséchée a des niveaux comparables a
ceux des semences du type orthodoxe séchées en vue de le stockage, afin
que ces méthodes soient suffisamment efficaces pour répondre aux
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besocins en matiére de conservation 3 moyen et a long termes. La recherche
sur la culture de tissus devrait &tre étendue a |'élaboration de protocoles
pour la propagation d'un éventail d’espéces non commerciales et centrée
sur la mise au point de méthodes de conservation peu colteuses, par
exemple les semences artificielles.

Lorsqu‘on évalue !'efficacité et les limites des méthodes ex situ
existantes pour la conservation génétique d'espéces ligneuses vivaces, il
devient évident que, dans |'état actuel des connaissances, la conservation
de pollen, ou de semences de type récalcitrant et la cuiture /n vitro ne sont
viables que comme mesures a court terme. La seule méthode de
conservation ex situ sdre pouvant actuellement étre utilisee sur une grande
échelle & moyen et a long termes pour les espéces forestiéres est la
conservation de semences du type orthodoxe. Celles-ci peuvent étre
généralement conservées pendant de longues périodes par I'application de
méthodes de cryopréservation. Cependant, dans tous ces cas, les
problémes relatifs a la régénération des graines conservées, mentionnés
plus haut, ne doivent pas étre négligés. Conservation pourrait ne pas étre
en soi le probléme e plus difficile, dans les stratégies de conservation ex
situ & long terme.

Les recherches futures devraient porter sur les domaines suivants;

1. L'élaboration de protocoles adéquats pour le tri et l'identification
précise des espéces a semences du type véritablement récalcitrant.
Pour ce faire, nous devrions examiner les taux de dessiccation par
rapport aux taux subséguents de germination, accerdant une attention
particuliére aux techniques de dessiccation n'utilisant pas |"air chauffé.

2. Siles semences ne peuvent &tre séchées sans dommage, leur tolérance
a la cryopréservation devrait alors étre wvérifiee. Ce processus
comportera 'évaluation des gradients de température des tissus dans
le temps et dans |'espace, de la pénétration des cryoprotecteurs, de la
possibilité d'utiliser des embryons excisés, et de la praticabilité des
techniques de lyophilisation.
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Pour ameéliorer I'efficacité de la cryopréservation, on devrait étudier les
effets de la température de stockage cryogénique et ceux de la teneur
en eau des graines sur la dormance provoquée.

L élaboration de méthodes de conservation améliorées est nécessaire
pour accroitre la longévité des semences d’espéces dont on a déterminé
qu’elles avaient un «cormportement de conservation intermédiaires.

On devrait s’efforcer d'améliorer les méthodes de conservation
conventionnelles des graines humides a des températures ambiantes ou
sub-ambiantes, notarmment par I'élaboration de moyens de contrdle des
attagues microbiennes, I'inhibition de la germination avec des produits
chimigues, et I"évaluation des bescins d'oxygéne.

Compte tenu du colt élevé de bangues de semences réfrigérées
{probléme qui concerne tout particulidrement les pays en vecie de
développement), il est urgent de mettre au point des méthodes de
stockage de semences ultra séches & des températures ambiantes ou

sub-ambiantes.

1l faudrait envisager d'autres stratégies pour le stockage de semences
4 comportement récalcitrant, par exemple la création de banques de
semis, de peuplements conservataoires ex situ et de vergers a graines.

L‘élaboration de méthodes de culture de tissus pour des essences non
commerciales et la recherche des facteurs critiques déterminant la
réussite de la cuiture de tissus afin de permettre le transfert des
technigues d'une espéce a I'autre.

L‘'établissement de procédés peu coliteux de conservation par culture
de tissus qui conviennent & la conservation des arbres a long terme.
L'expérimentation de processus naturels tels que la dessiccation des
embryons zygotiques au cours de la maturation des graines, et leur
reproduction in vitro, pourraient éventuellement suggérer des modes de
conservation peu colteux.



Chapitre |
INTRODUCTION

La sécheresse, les changements climatiques et la déforestation provoguent
I’érosion des sals, la désertification et un appauvrissement de la diversité
biologique. Il en résulte une diminution réguliére de la capacité de la terre,
dans de nombreuses parties du monde, de produire les biens et les services
necessaires a la survie de 'homme {FAO, 1989). Il est essentiel et urgent
de renverser la tendance actuelle a la destruction des foréts, a la
dégradation des écosystémes et a |a disparition des ressources génétiques
par une stratégie intégrée de gestion des ressources et de préservation de
la diversité biologique. Cela est particulierement vrai dans les régions
tropicales et subtropicales, ol des écosystémes complexes et riches en
espéces sontrapidement détruits ou transformés, et dans les régions arides
et semi-arides oU des environnements fragiles sont menacés par la pression
croissante des populations humaines, des animaux domestiques et des
fluctuations climatiques {Palmberg, 1987).

Les deux stratégies courantes de conservation des ressources génétiques
végétales sont la conservation /n sity, qui permet a |'évolution de se
poursuivre dans le milieu naturel, et la conservation ex sifu, qui préserve
les plantes hors de leur habitat naturel. La conservation ex s/ify comporte
un degré de protection plus élevé et, par conséquent, une pius grande
isolation du plasma germinatif que dans ia conservation in situy (Withers,
1990c¢).

En agriculture, la plupart des espéces cultivées sont conservées par des
moyens ex sity, hangues de semences, conservation en champs et, dans
certains ¢as, culture de tissus. A 'opposé, dans en foresterie, a cause de
la langue période de régénération gu’exigent les arbres, on préfére, pour
conserver les foréts, mettre un frein a leur destruction en intégrant des
principes de conservation in sitv & une gestion durable des foréts
{Yeatman, 1987}, accroitre I'étendue des réserves forestiéres gérées et des
secteurs strictement protégés, et compléter ces mesures par la création de
hangues génétiques ex s/tu et de peuplements conservatoires. Par ailleurs,
les vergers a graines, les jardins botaniques et les arboretums peuvent,



B

dans une certaine mesure, répondre aux bescins en matiére de
conservation et venir s'ajouter a d’autres activités de conservation. En
dépit des besoins urgents, la conservation génétique appliquée dans le
cadre de la gestion des ressources forestiéres ne se développe que
lentement et se limite généralement a la création de parcs nationaux et de
guelques peuplements sémenciers et conservatoires, vergers a graines et
arboretums ex situ.

Dans les tropiques, la conservation ex sitv des ressources génétiques
‘forestiéres est devenue chose courante en raison du taux alarmant de
déforestation et de la disparition d'especes et de provenances. Cette
activité de conservation prend presque uniguement la forme de
peuplements conservateires d'espéces et de provenances dont la valeur est
reconnue {Palmberg, 1987).

En 1975, le PNUE et la FAO ont realisé une étude pilote sur la
méthodologie de conservation a long terme des ressources génétigues
forestieres dans un contexte global {Roche, 1975). Le rapport de I'étude
recommandait que le réle compiémentaire des banques de semences dans
la conservation des ressources génétiques soit examiné plus a fond, et
déterminait la nécessité d'établir des programmes de recherche,
particulierement dans le domaine de I'analyse, de la conservation et de la
régénération des semences d’arbres tropicaux. Une étude du réle réel et
potentiel des méthodes de conservation ex s/itu a été effectuée pour la
cinquiéme session du Groupe FAQ d'experts des ressources génétiques
forestiéres, réunie en 1981 {(FAQ, 19B5). A la Septiéme session du méme
groupe, en décembre 1989, celui-ci a recommandé que les études
antérieures sur la conservation ex s/t de semences et de pollen et les
cultures in vitro d’essences forestiéres soient mises a jour (FAQ, 1986). En
réponse, la FAQ a confié & |'Institut forestier national de Petawawa, Chalk
River (Ontario}, Canada, ta réalisation de cette étude.

Le présent rapport est le fruit de cette étude. Seules les techniques de
conservation ex s/t de pollen, de semences, et la culture in vitro
d'espéces ligheuses vivaces y sont étudiées, et I'accent est mis tout
particulidrement sur les avantages et les inconvénients. Les arboretums et
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des banques de semis et des parcelles conservatoires ne sont-pas discutés
en détall dans ce document.



Chapitre |l
CONSERVATION EX SITU DES SEMENCES

INTRODUCTION

La conservation en conditions controlées des semences est {a stratégie de
conservation ex situ des arbres forestiers la plus employée a court terme
{3 a 5 ans) et a moyen terme {30 ans ou plus}. Généralement, cette
stratégie sert a compiéter des méthodes de conservation a long terme /n
situ et d’autre méthodes de conservation ex situ, {par ex., les peuplements
ex situ, les banques de clones, les vergers & graines). On procéde ainsi a
cause de la difficulté, par rapport aux espéces agricoles, de régénérer les
semences d’espéces ligneuses conservées, lorsque leur faculté germinative
passe souscertains niveaux. Néanmoeins, la conservation de semences pour
une durée équivalente a une rotation est possible pour de nombreuses
essences ligneuses, et cette méthode pourrait offrir des possibilités
intéressantes pour la conservation ex situ en général (Bonner, 1983}, Le
maintien d’une bangue de semences de bon rendement exige des
techniques efficaces de contréle de la faculté germinative des stocks de
semences. Les rapports étudiés recommandent de procéder a des tests de
germination séquentiels; on cherche actuellement des techniques non
destructrices pour vérifier la viabilité. Méme si le Comité sur la
conservation du Conseil international des ressources phytogénétiques
(IBPGR, 1983) a recommandé comme norime de régénération un taux de
viabilité de 85% pour la plupart des cultures, il n'existe aucune norme
s'appliquant de maniére genérale aux semences d'arbres forestiers. Les
avantages et inconvénients de le stockage de semences comme
complément de la conservation génétique d’essences ligneuses ont été
exposés par Wang {1975}, King et Roberts {1979} Chin et Roberts {1980],
Yeatman (1987}, Chin (1988} et Bonner (19920}, lLe présent document
porte sur I"évolution récente des exigences et de la technologie en matiére
de |la conservation de semences, et traite des possibilités et des limites de
stockage de semences en tant que méthode potentielle de stockage & long
terme du plasma germinatif des espéces ligneuses.

L'objectif de conservation de semences, pour conserver le plasma
germinatif des espéces forestiéres, est de préserver la qualité génétique et



physiologigue initiale des semences jusqu’a ce qu’on les utitise ou qu’elles
puissent &tre régénérées. |l faut pour cela évaluer les principaux facteurs
génétiques et environnementaux qui ont une incidence sur les semences
des espéces forestiéres stockées.

FACTEURS GENETIQUES

La longévité des semences, du pollen ou des tissus des espéces ligneuses
stockées est contrélée génétiqguement et varie selon les espéces, méme
dans le cas de conditions de conservation optimales. Jusqu’a tout
récemment, les semences étaient groupées en deux catégories en fonction
de leur comportement lorsqu’elles sont stockées: orthodoxe et récaicitrant
{(Roberts, 1973}. Plus récemment, une troisiéme catégorie, représentée par
le caféier arabica (Coffea arabica L.}, dont le comportement lorsque stocké
se situe entre celui des semences du type orthodoxe et celles du type
récalcitrant, a été découvert par Ellis et a/. {1990}, Bonner (1890} a classé
les semences des especes ligneuses en quatre catégories en fonction de
leur physiologie lorsqu’elles sont stockées : (1) orthodoxe véritable, {2)
sous-orthodoxe, (3) récalcitrant des régions tempérées, et (4) récalcitrant
des régions tropicales.

Les semences du type orthodoxe véritable supportent |la dessiccation et
les basses températures et restent viables pendant de longues périodes
lorsgu’elles sont stockées dans un endroit sec et frais. Parmi les genres
d'arbres produisant ce type de semence, on peut citer Abies, Betula,
Acacia, Eucalyptus, Fraxinus, Larix, Paraserianthus, Picea, Pinus, Platanus,
Prosop/is, Prunus, Pseudotsuga et Tsuga. Les semences stockées de cette
catégorie ont une longue durée de vie pouvant atteindre 50 ans. Comme
I'a souligné Bonner (1990}, les données fiables sur le stockage a long
terme des semences de type orthodoxe véritable d'espéces ligneuses sont
rares. Notre tableau, 1 compléte le tableau 1T de Bonner {1390) par des
données supplémentaires inédites provenant du Centre national des
semences forestiéres de I'Institut forestier national de Petawawa.



TABLEAU 1.

Longévité de certaines semences forestiéres du type orthodoxe véritable

Teneur en | Température Durée de Perte de
Espéces eau (% du de conservation | viabifité Référence
poids conservation {années) (%)
frais} {°C)
Abies balsamea 10 2-4 {H5! 21 Wang, don. in.
A. lasiocarpa 4.9 2-4 9 9 Wang, don. in.
A. procera g ¢] 7 1 Allen 1957
Acacia leptopetala 20-25 18 il Doran et
collab. 1983
A. mangium 4-8 1.2 6 Tap et Wong
1983
A. pruinocarpa 20-25 16 20 Doran et ak
1983
Acer rubrum 8,5-11,6 2-4 14-15 100 | Wang, don. in.
A. saccharum 10 -10 5.5 B Carl 1976
Albizia {Paraserianthus) 4-8 145 10 Tap et Wong
falcataria 1383
Alnus crispa 5,7-7,2 2-4 4 0-34 Wang, don. in:
A. rubra 5,3-8,5 2-4 4 0-13 Wang, don. in.
Araucaria 16-23 -15 peu Shea et
cunningfamii Armstrong
, 1978
7 19 0.1 (0] Tompsett
1982
Betula alleghaniensis 8,5-13,2 2-4 15 54-100 | Wang, don. in.
9-14,3 -18 15-23 38-43 | Wang, don. in.
Casuarina equisetifolia 16 -3 2 0-5 Jones 1967
C. torulpsa 8-12 20-25 is & Turnbul! et
Martensz
1982
Eucalyptus spp. 4-8 3-5 5-20 - Boland 1986
Larix decidua 7,5 2-4 14 27 Wang, don. in.
L. gmelini 6,2 2-4 18 5 Wang, don. in.
L. taricina 5,5-9.8 2-4 17-18 | 32-52 | Wang, don, in.




TABLEAU 1 suite

Teneur en | Température Durée de Perte de
Espéces eau (% du de conservation | viabilité Référence
poids conservation {années) {%)
frais} {°C}
L. leptalepis 12,1 2-4 23 66 Wang, don. in. |
L. sibirica =] 2:4 13 0 Wang, don. in.
Liquidambar 5-1Q ] 2} Bonner 19837
styraciflua
Ficea abies 5,4-9.8 2-4 21-27 9-83 Wang, don. in.
P. engelmannif 4,2 2-4 28 31 Wang, don. in.
P. glauca 3,8-5,5 2-4 17-20 0-14 Wang, don. in.
6,4-7,9 2-4 20-24 1-68 Wang, don. in.
8,5-9,0 2-4 21-34 47-81 | Wang, don. in.
P. mariana 6,5-13,5 2-4 13-15 1-4 Wang, don. in.
5,2 2-4 37 38 Wang, don. in.
5,6-13,6 -18 13 26-36 | Wang, don. in.
P. rubens 8,8-9,1 2-4 23-30 0-2 Wang, don. in.
P. sitchensis 6,8-9,5 2-4 13-24 0-11 Wang, don. in.
Pinus banksiana 11,2 2-4 17-18 0-8 Wang, don. in.
4,8-5,0 2-4 21 0-156 Wang, don. in.
P. caribaca var. 8 2.7 +186 Yap et Wang
hondurensss 1983
P. contarta van 3,6-4,8 2-4 29 52 Wang, don. in.
iatifolia 9,2-10 2-4 20 1-3 Wang, don. in.
P. effiottii 10 4 50 30 Barnett et
Vozzo 1885
P. merkusii 8+ 4+5 4 0 Pousujja et a/.
1986
P. ponderosa 8 0 i ¢] Allen 1957
6,3 2-4 12 4] Wang don. in.
P, resinosa 5,4-8,1 2-4 13-20 0-3 Wang don. in.
8,0-10,0 0-2 42 0 Eliason et Heit
1973
P. strobus 5,6-6,5 2-4 15-20 32-77 | Wang, don. in.
8,0-8,7 -18 15-20 0-18 Wang, don. in.
Tectona grandis +12 0-4 7 0 Keiding 1985
Tsuga heterophylla 8 5-18 2 0 Barton 1954

b




Certaines semences du type sous-orthodoxe sont extrémement riches en
lipides {Juglans nigra et certaines espéces de Carya) et d'autres sont
petites avec une enveloppe mince (par exemple Populius sp., Salix sp.).
Les semences de ce groupe peuvent étre stockées dans les mémes
conditions que les semences du type orthodoxe véritable, mais seulerment
pendant de 0,6 &4 6 ans. La perte de viabilité oscille entre 0 a8 34%
lorsqu’elles sont stockées & des températures variant entre -5° et -20°C et
que leur teneur en eau se situe entre 5 et 10% (Bonner, 1930). Voir
tableau 2.

TABLEAU 2.
Longévité de certaines espéces de semences du type sous-orthodoxe
Espéces Teneur en | Température | Durée de Perte
eau (% du de conservation | viabilité Reférence
poids conservation | [années) (%}
frais) (°C})
Citrus fimon 5 -20 9,6 +5 King et at
1981
Fagus silvatica 10 =10 [ b 34 Suszka 1975
Grelina arborea 6-10 5 2 10 Woessner et
McNabb 1979
Malus domestica 6,7-8.9 -15-18 <Pl 0 Grezeskowiak
cv. etal 1983
wAntonowkar |
Populus deltoides 6-10 -20 G 21 Tauer 1979
P. deitoides var. 8,4-13,6 -18 10 24-100 |Wang 1982
occidentalis i
N 1
P. grandidentata 10,8-14.8 g 12 14-29 |Wang 1982
Prunus avium 8,9-10,4 -1 a-3 | 2 0 Grezeskowiak
etal 1983
P. cerasifera var. 7,6-11,9 -14a-3 2 i Q Grezeskowiak
divaricata et al 1983
Pyrus cancasia 8,6-1¢,5 M1a-18 | e 4] Grezeskowiak
et al, 1983
Salix glauca 6-10 10 | 1,2 0 Zasada 1977
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Les semences du type récalcitrant des régions tempérées sont sensibles
4 la dessiccation mais peuvent étre stockées a des températures avoisinant
le point de congélation. Font partie de ce groupe Acer saccharinum,
Quercus sp. et Aesculus hippocastanum. Elles peuvent étre séchées
jusqu’a atteindre une teneur en eau relativement élevée de 35 & 50%
{poids frais) et stockées sans risque a des températures oscillant entre 3°
et -3°C (Bonner, 1973; Suszka et Tylkowski, 1981, 1982). Les semences
de ce groupe ont une longévité de 12 a 30 mois sil'on parvient & maintenir
une teneur en eau relativement élevée et qu’il est possible de procéder a
des échanges gazeux.

Les graines du type récalcitrant tropical sant généralement grosses et on
les trouve surtout chez (a) les espéces d’arbres des foréts humides
appartenant aux familles des diptérocarpacées et des araucariacées, (b)
d‘importantes essences tropicales cultivées telle que I'hévéa, le cacaoyer,
et le cocotier, et (c) des essences fruitiéres tropicales comme le manguier,
le mangoustier, le durion, le ramboutan, et le jaquier {Chin, 1888a}. Les
semences de ce groupe sont sensibles a la dessiccation et au froid, et
beaucoup d’entre elles ne tolérent pas les températures au-dessous du
point de congélation {par ex. Hevea brasiliensis et Nephelium lappaceum).
Certaines ne supportent pas des températures de 4°C (Shorea roxburghii
{=talurall, voire de 16°C [(Theobroma cacao} (Chin, 1988a).

D’aprés la plus récente revue bibliographique sur la conservation des
semences de Dipterocarpus {Tompsett, 1987, 1989), la longévité de
semences du type recalcitrant de 79 espéces tropicales variait de 14 jours,
pour Shorea dasyphyfla, 8 365 jours pour Hopea hainanensis. |l est
intéressant d'observer que, méme si les semences du type récalcitrant tant
tropicales que tempérées sont sensibles & la dessiccation et aux basses
températures, les différences entre ces deux catégories semblent résider
dans leur sensibilité relativement élevée aux basses températures et dans
la longévité plus courte des semences des espéces tropicales. Il faut
souligner gue la longévité des semences des différentes catégories, tel
qu’indiqué plus haut, est évaluée a partir de nos connaissances actuelles;
elle pourrait varier d'un groupe a l'‘autre au fur et & mesure que les
techniques de dessiccation et de conservation s’amélioreront.
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FACTEURS ENVIRONNEMENTAUX

Qualité initiale de la semence

Afin d’assurer aux semences conservées des différentes catégories la plus
longue durée de vie passible, I'un des problémes associés a la constitution
de banques de génes est la qualité initiale des semences au moment lg
stockage {Conseil international des ressources phytogénétiques, |BPGR,
1982). Toutes les semences récoltées de populations sélectionnées doivent
étre soumises a un contréle rigoureux de leurs qualités génétiques et
physiclogigues originales pendant toute la durée des étapes de récolte, de
manutention, de traitement, de test et de stockage. Les conséquences
néfastes de la récolte de semences viables mais immatures sur leur viabilité
en cours de stokage ont été abondamment décrites et expliquées (Wang,
1974}, Par exemple, dans ie cas des graines de type récalcitrant de Shorea
roxburghii (=talural, les 3 derniéres semaines qu’elles passent dans I"arbre
sont essentielles pour leur permettre d'atteindre leur faculté germinative
maximale {Sasaki, 1980). Méme si Berjak et a/. (1990} ont affirmé que les
semences de type récalcitrant ne se desséchent pas avant d’arriver a
maturité, comme le font les semences de type orthodoxe, les résultats de
recherches effectuées en Thallande semblent indiquer que ¢’est cependant
le cas, du moins pour les semences de Shorea siamensis, dont la faculté
germinative a crd lorsqu’on a réduit sa teneur en ecau de 40 a4 30 %
(Panochit et al., 1986). Dans une étude paralléle, Panochit et a/. {1984}
ont découvert que la faculté germinative des semences de Shorea
roxburghii (= talural passait de 33 8 92% lorsque la teneur en eau
diminuait de 59 2 49%.

La qualité initiale des semences dépend également de leur
postmaturation. Des recherches récentes tendent a3 démontrer gue la
postmaturation est importante pour la faculté germinative de Picea glauca
{Caron et al., 1289, 1993} ainsi que pour la faculté germinative, la vitalité
et le bon comportement en stockage des semences de Pinus palustris, P.
strobus, et P. taeda (Bonner, 1991). Les exigences des semences de type
récalcitrant en matiére de postmaturation ont été décrites pour la premiére
fois par Tang et Tamari {1973} pour les semences d'Hopeas helferi et de H.
odorata. Panochit et al {1986]) ont découvert gue la germination de
semences immatures de Shorea roxburghii { =taluta) augmentait lorsque
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leur teneur en eau était réduite de 40 4 30% sur une période de 4 jours. En
ce gui concerne le traitement des semences, on a découvert récemment
que sion exposait dans un four pendant une longue période des semences
de Pinus contorta & une température de 60°C, cela pouvait inhiber teur
vitalité 4 cause des dommages causés au tégument {Wang et al., 1992}.

Etant donné gue la dormance des semences est reconnue comme un
facteur important de la longévité de la graine entreposée, il est essentiel de
protéger son enveloppe et ses autres composantes physiques et
physiologiques qui influent sur la dormance (Barton, 1961; Harrington,
1972). De nouvelles techniques de traitement des graines dormantes chez
le hétre, le fréne et le merisier se montrent promettenses {Muller, Bonnet-
Masimbert et Laroppe, 1990). L'importance de la qualité initiale de la
semence pour sa longévité lors de conservation a été démontrée par son
inclusion, en tant que facteur important, dans les formules mathématigues
de viabilité élaborées par Roberts {1272} et Ellis et Roberts (1980), ol le
pourcentage de viabilité d'une population de semences dépend de la
termnpérature de stockage, de la teneur en eau et de [a qualité initiale de la
semence. Tompsett (1986, 1989) a appliqué avec succeés ces formules de
viabilité & des semences d’arbres tropicaux, celles d’Araucaria columnaris,
Dipterocarpus alatus, Entandrophragma angolense, Swietenia humilis,
Terminalia brassii, et Ulmus carpinifolia, et a prouvé que la longevité des
graines dépendait etroitement de la gualité initiale de la semence.

Teneur en cau des graines

La teneur en eau des graines, la température & laquelle elles sont
entreposées et la présence d'oxygéne sont trois facteurs essentiels qui
influent sur la longévité des semences entreposées. Roberts et Ellis (1989)
ont découvert que la teneur en eau avait {a) peu ou pas d'effet sur |a
longévité aux faibles niveaux (1,5 - 2,6%} ou I'on est susceptible de
stocker des semences du type orthodoxe véritable, (b) un effet néfaste sur
la longévité dans lgs cas de teneurs en eau moyennes {2,6-14,7%]) ol la
plupart des semences du type orthodoxe véritable et sous-orthodoxe sont
stockées & long terme, ot la présence d'oxygéne nuit & la longévité, et (c)
un effet. catastrophique en présence d’oxygéne dans les cas ol les
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semences a forte teneur en eau {15-45%) sont consgrvées (semences dy.
type récalcitrant tant tropicales que tempérées).

Pour la conservation & long terme des propriétés génétiques des
semences tant de type orthodoxe véritable que sous-orthodoxe, on a
recommandé que la teneur en eau soit réduite & 5+1% [(Conseil
international des ressources phytogénétiques, IBPGR, 1978). Cette norme
a été contestee par Cheng et a/. {1990), qui ont prouvé gque [a teneur en
eau des graines de Brassica pekinensis pouvait &tre réduite de 8,6% a
1,6% par lyophilisation et qui considéraient ce type de conservation dans
des conditions de sécheresse extréme comme potentiellement utile et
rentable pour la conservation a long terme du plasma germinatif,

Dans le cas des semences de la plupart des espéces ligneuses du type
orthodoxe véritable et sous-orthodoxe, la teneur en eau est habituellement
ramenee a moins de 10% (du poids frais) a des températures de 20° 3
35°C pour conservation a court ou @ moyen terme. Dans le cas de la
conservation a long terme des génes, on peut &tre obligé de diminuer
encore la teneur en eau a 5+1% ou moins (Conseil international des
ressources phytogénétiques, IBPGR, 1976). Pour obtenir ce pourcentage
de teneur en eau, Cromarty et a/ (1982) recommandent d’utiliser un
séchoir o0l 'on maintient une température contrélée de 15°C et une
humidité relative de 10 a8 15%, ou un systéme de dessiccation en deux
stades. On peut obtenir par lyophilisation une teneur en eau inférieure
{moins de 5%} dans le cas des semences d’arbres du type orthodoxe, mais
il faut déterminer pour les espéces en question la teneur en eau critique
initiale. Suber et al. {1273) ont réussi a réduire |a teneur en eau des graines
de Picea abies de 8 4 2,4% (du poids frais) par lyophilisation sans leur
causer de dommage et, par la suite, ont stocké les graines & une
température de 25°C pendant 6 ans, leur faculté germinative se trouvant
réduite de 9% aprés cette période.

Par aitleurs, les semences du type récalcitrant ne peuvent &tre
déshydratées en deca d'une teneur en eau relativement élevée; leur
longévité augmente en proportion de leur teneur en eau en présence
d’'oxygene (King et Roberts, 1979}, Afin de prolonger [a longévité des
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semences du type récalcitrant tant tempérées que tropicales, 'une des
méthodes préconisées par King et Roberts {1979) consiste & étudier les
conditions de dessiccation et les taux de dessiccation. Le rapport entre la
teneur en eau de la graine d’Acer saccharinum et sa faculté germinative au
cours d’une période de 30 jours est indiquée dans la Figure 1 {Wang et a/.,
1991, données inédites). Berjak et a/ (1990} ont utilisé une technique de
séchage instantané, utilisant un jet d'air comprimé projeté entre deux
colonnes de gel de silice activé, et ont réduit avec succes la teneur en eau
des axes embryonnaires du type récalcitrant de Landolphia kirkii de 49%
a 16% {(du poids sec) sans en diminuer {a viabilité ni la vitalité.

En cas du séchage a I'air, il faut souligner que, puisque les graines n‘ont
pas la méme compasition chimique, des semences d’essences différentes
exposées aux mémes températures et taux d’humidité relative n’atteindront
pas la méme teneur en eau d’équilibre (Harrington, 1972). Par exemple,
soumis a une température de 4° & 5°C & un taux d’humidité relative de
959%, les glands amylacés de Quercus alba ont atteint une teneur en eau
d'équilibre de 50%, tandis gue celle des glands rniches en lipides de
Quercus nigra atteignait 29% (poids frais). Cela s’est produit parce que
I'amidon est plus hygroscopique que les matiéres grasses (Bonner et
Vozzo, 1987}

Wang {19274} a analysé la teneur en eau critique de différentes espéces,
au-dessus et au-dessous de laguelle on constate une diminution rapide de
la faculte germinative de fa graine, et considére ces données comme utiles
3 un stockage dans de bonnes conditions. Une-expression comme «la
valeur minimale de sécurité de teneur en eau» {en anglais "lowest safe
moisture content, LSMC) a été utilisée par Tompsett (1987} dans le cas
des graines de Dipterocarpus. Stanwood (1985) s’est servi du concept de
"limite supérieure de teneur en eau pour la congélation” {en anglais "high
moisture freezing limit, HMFL}), pour assurer un stockage par
cryopréservation ne causant pas de brilures par le gel. Un résumé des
proportions de LSMC déterminées selon les résultats publiés pour les
graines de Dipterocarpus est présenté par Tompsett (1987}.



15

FIGURE 1.

Relations quantitatives entre la teneur en eau en pourcentage du poids frais.
et la faculté germinative, exprimée en pourcentage et en probit, de
semences d’érable argenté (Acer saccharinum) et séchées a l'air 2
température et humidité relative ambiantes dans un abri conique pendant
30 jours {Wang, Saelim et Downie, 1891, données inédites)
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Température de conservation

La température de conservation est ["autre grand facteur influencant la
longévité des graines. L'importance de cette température pour le maintien
de la viabilité des semences d’espéces ligneuses a été bien étudiée {Holmes
et Buszewicz, 1958; Barton, 1961; Heit, 1967a, b; Wang, 1974; King et
Roberts, 1979, 1980; Stanwood, 1985; Tompsett, 1989; Bonner, 1990).
En général, il a été recommandé que pour la conservation & long terme de
semences dutype orthodoxe d’espéces ligneuses pour la conservation des
génes on abaisse leur teneur en eau & 1-5% {(du poids frais) et qu‘on les
conserve dans des récipients fermés hermétiqguement & -18°C {Conseil
international des ressources phytogénétiques, 1976; Roberts et Ellis,
1977). Toutefois, il y a toujours des risques de détérioration des graines
et de diminution de la viabilité & une température aussi basse, conservation
entrainant, s'il se prolonge, une disparition de matériel génétique précieux
(Stanwood, 1985). D'aprés un article de Diskie et a/ (1990), la relation
entre |a longévité relative des graines et la température donne & penser gque
plus la température de stockage est basse, plus les graines stockées
peuvent &tre conservées longtemps. Cette relation semble indiquer que la
cryopréservation est un mode privilégié de conservation a long terme de
matériel génétigue précieux. A ces températures de cryoconservation {de -
145° &4 -196°C), tout métabalisme est suspendu {Stanwood et Bass, 1981;
Withers, 1990c¢). Les effets du froid sur les semences sont décrits en
détails aussi chez Céme et Corbineau {1992).

Méthode de conservation

La méthode de conservation des graines d’espéces données varie en
fonction de leur comportement. Dans le cas des semences du type
orthodoxe et sous-orthodoxe, la conservation a sec est recommandée dans
des récipients fermes hermétiqguement, ol ne s’effectue pratiquement
aucun échange d’air (Wang, 1974}. Cette technique permettra maintenir
une teneur en eau constante dans les graines, de réduire la respiration, la
quantité de gaz carbonigue augmentant et la quantité d’oxygéne diminuant,
et de protéger les graines des insectes et des maladies {Harrington, 1972;
Wang, 1974). Dans une étude comparant les effets d’atmosphéres
confinées composées d’air, de gaz carbonique ou d’azote, et de vide, sur
la faculté germinative de semences de Pinus radiata stockées avec une
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teneur en eau de 8% {(du poids frais) & une température de 5° a4 35°C
pendant un an, on a découvert que la germination, I'énergie et la vitalité
des semis se maintenaient davantage si on les entreposaient dans |'azote.
Suivalent le gaz carbonique, le vide et |"air, quelle que soit la température
de stockage {Shrestha et al., 1985). Cependant, conservation de semences
du type orthodoxe non desséchees présente un certain nombre
d'avantages selon Villiers {1974}, et Villiers st d'Edgecombe {1975). Ainsi,
les mécanismes de réparation des enzymes, des membranes cellulaires et
de I'ADN demeurent tous intacts, éliminant les dommages dés qu’ils se
produisent, et lintégrité de la membrane assure une bonne
compartimentation des enzymes et des processus métaboliques.

Les semences a4 comportement récalcitrant exigent une teneur en eau
relativement élevée, et un stockage hermétique prolongé les détériorera
{wang, 1974). En général, le stockage le plus réussi est le résultat de
méthodes limitant la dessiccation, la contamination microbienne et la
germination en cours de stockage, pourvu que |'alimentation en oxygéne
soit adéquate {King et Roberts, 1980). La conservation dans des milieux
humides tels que la tourbe, la sciure de bois ou le sable a donné de bons
résultats pour les semences de chéne (Korstian, 1930; Gardener, 1939],
d'Aleurites fordif (Large et al., 1947}, d’hévéa (Ang, 1976}, de Castanea
sp. {Texeira, 1955; Jaynes, 1969}, de caféier {Leon, 1974}, de Citrus sp.
{(Honjo et Nakagawa, 1978), de ramboutan {Chin, 1975} et de cacaoyer
(Evans, 1953). Tel que I'ont signalé King et Roberts (1980b), le stockage
en milieu humide n’est adéquat que pour guelques mois et n'est
vraisemblablement pas efficace along terme. Jusqu’ici, la méthode la plus
efficace de conservation des graines du type récalcitrant est la
conservation dans des sacs de polyéthyléne fermés hermétiqguement. Des
glands de type récalcitrant de chénes des régions tempérées ont été
stockés avec succés avec une teneur en eau de 30% (poids frais) dans des
sacs de polyéthyléne d’'une épaisseur de 4 & 10 milliemes de pouce, entre
+3° et -3°C pendant des périodes pouvant aller jusqu’a % ans (Bonner et
Vozza, 1987). On arapporté une durée de stockage des glands plus grande
dans des atmosphéres comportant davantage de gaz carbonique {Vozzo,
1976; Tylkowski 1976). Une méthode prometteuse actuellernent utilisée
pour stocker des semences tropicales du type récalcitrant consiste a sécher
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partiellement les semences pendant quelques heures, 3 les traiter avec un
fongicide, & les placer dans des sacs en polyéthyléne minces fermés
hermétiquement et a les stocker & une température d'enviren 15°C {par ex.
cacaoyer, Dryobalanops aromatica, Hopea helferi, H. odorata) {(King et
Roberts, 1280a). Une termothérapie sans traitement chimigue s’est avérée
également efficaca pour certaine semences en état de dormance, telle que
celle du chéne pédonculé {Quercus robus) (Muller, 1990).

CRYOPRESERVATION

La cryopréservation désigne généralement le recours & des températures
extrémement basses (-80° a -196°C) pour préserver des matiéres
biclogiques {Towill, 1985); dans le présent texte, le terme s'applique ala
préservation des graines. Comme |'a signalé Stanwood {1985}, il n’a pas
été démontré que la préservation physiologique de semences & des

Y

températures allant de -40° 4 -196°C était notablement supérieure a celle
qui était obtenue & -20°C. Cependant, des estimations de la longévité a
partir de ['équation sur |la viabilité {Ellis et Roberts, 1980} donnent & croire
que plus la température de stockage est basse, plus Ia durée potentielle de
le stockage est longue (Stanwood, 1985; Dickie et al, 1290). Les
avantages potentiels de |la cryopréservation par rappert aux techniques
conventionnelles sontl'absence de contréles compliqués de la température
et de I"humidite, I'absence de dommages dus aux insectes et aux maladies,
et une longévité indéfinie a peu prés sans dommage génétique (Styles et
al., 1982}

Toutes les sortes de semences ne peuvent étre entreposées a des
températures cryogeniques en raison des différences dans la composition
chimique et la physiologie en cours de stockage. |l est donc essentiel
d’examiner les divers facteurs influencant [a réussite de la cryopréservation
des semences. Stanwood (1985) préfére I'azote liquide aux systémes de
réfrigération mécanique comme milieu de cryopréservation car il est
relativement fiable et factle & utiliser. 1l a groupé les semences de
différentes espéces en trois catégories selon leur réaction a 'exposition &
I'azote liquide : {1} tolérant a la dessiccation et tolérant a I'azote liquide,
{2) tolérant a la dessiccation et sensible a I'azote liquide, (3} sensible a la
dessiccation et sensible & I'azote liquide.
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La cryopréservation a été reconnue comme l'approche la plus
prometieuse de conservation de semences du type récalcitrant (Roberts et
al., 1984; King et Roberts, 1979, 1980; Bonner, 1920), et d’importants
progrés ont été réalisés dans |'élaboration de techniques de conservation
nouvelles et améliorées {Chin, 1288a; King et Roberts, 1979, 1980a;
Farrant et af., 1988). Dans le rapport d’étape le plus récent sur les
semences acomportement récalcitrant, Chin (1988al affirmait que jusqu’ici
il n’a pas eu de succés avec les semences du type recalcitrant véritable et
soulignait I'importance de la mise au point de techniques de cryostockage
pour les embryons excisés d’essences du type récalcitrant.

Semences tolérantes a la dessiccation et & I’azote liquide

Dans cette catégorie figurent les semences des especes agricoles et
horticoles les plus courantes, des coniféres et des feuillus & petites graines,
qui peuvent geénéralement étre caracterisées, par leur comportement
pendant le stockage, comme étant des semences du type orthodoxe
véritable ou sous-orthodoxe. On a obtenu de remarquables succés en
refroidissant ce type de semences dans de Vazote liguide & une
température de -196°C et en les faisant revenir & une température
ambiante de 20°C sans diminution de la viabilité {Stanwood, 1985). Le
tableau 3 donne la liste de ces semences {voir Stanwood et Bass, 1981;
Stanwood, 1985; Bajaj, 1976; Brown et Escombe, 1897; Wang et Hay,
1989, données inédites), qui sont toutes du type orthodoxe véritable.

Pour que la cryopréservation soit réussie, une échelle de teneur en eau
optimale est fondamentale pour ia méthode de refroidissement et de
réchauffement. Stanwood {1985} a défini une limite pour la congélation
des graines a teneur élevée en eau {LCGTEA), qui est le seuil de teneur en
eau au-deld duquel se produit une perte de viabilité lors du processus de
refroidissement/réchauffement. Cette limite est généralement une étroite
échelle de teneur en eau pour une espéce donnée, mais elle varie seton les
espéces (Stanwood, 1985). Pour le dattier (Phoenix dactyliferal, la limite
a été établie & entre 16,1 et 22,3% [poids frais) : Tompsett {1986} a fait
Btat, pour les semences d'Ulmus carpinifofia et de Terminalia brassii, de
LCGTEA respectives de 19-22% et 17-20% (poids frais} lorsqu’elles ont
é1é stockées pendant une semaine & -75°C.
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TABLEAU 3.
Semences de certaines espéces d'arbres tolérant |le stockage dans I'azote
liquide
Teneur en Durée de Perte de
Espéces eau (% du | conservation | viabilité Référence
poids frais) (jours} (%)
Abies alba - 6 b Ahuia, 1986
Abies concolor 9.8 365 9 Stanwood,
1985 )
A. procera 8,9-10,1 365-1098 1-12 | Stanwood,
1985 )
Fagus sylvatica = 6 100 Ahuia, 1986
Larix decidua 6 5 Ahuia, 1986
Picea abies - 6 - Ahuia, 1986
P.glauca 3,8-6,7 4 8] Wang et Hay,
14 14 30 don. in.
P.mariana 4,8-6,7 14 2 Wang, don. in.
Pinus banksiana 6-8 14 |, 4@ Wang, don. in.
P.contorta var. 11 14 4 Wang, don. in.
latifolia | ‘
P.echinata 112 0 Engstrom,
' 1966
P.lambertiana 6.6 365 ‘ 10 Stanwood,
19856
P.ponderosa 4,7 1095 | o] Stanwood,
‘ 1985
Populus tremula . : 6 1 Ahuia, 1986
X P.tremuloides ‘
Pseudotsuga 6.8 1095 L8} Stanwood.
menziesii | ‘ ‘ 1985
Thuja plicata 7.0 1095 ' 1 Stanwood,
‘ 1985
Tsuga 8,2 ‘ 1095 6] Stanwood,
heterophylla ‘ 1985
Ulmus ; 6.4 1095 i Stanwood,
americana . 1985
U. pumila ‘ 112 8] Engstrom,
P 19%6
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Des semences d'Abies, Ficea, Pinus, Pseudotsuga, Thuja, Tsuga et
Uimus sp. ont été cryopréservées avec succés dans de ['azote liquide
pendant 1 & 3 ans, avec un refroidissement a vitesse non contrdlée et un
rythme de rechauffement de 30°C/min., mais des semences de Picea
glauca et de P. mariana ont été stockées avec succes dans de |'azote
liquide pendant 4 jours sans controle de la vitesse de refroidissement ou de
décongélation (Wang et Hay, données inédites}. Bien que [a vitesse de
refroidissement et de rechauffement ne soit pas considérée comme
importante, chague espéce devrait étre testée afin d’eviter toute diminution
de la viabilité.

Les produits chimiques cryoprotecteurs contribuent parfois @ amoindrir
les dommages que subissent les graines au cours de la congélation en
diminuant la vitesse de refroidissement et/ou la température ou les cellules
gélent (Kausrin et Stushnoff, 1985} Il existe un bon nombre de substances
cryoprotectrices. Les plus populaires sont le diméthylsulfoxyde (DMSOY, le
propane-1,2-diol et le glycérol (DeBoucaud et Cambecedes, 1988). Le
DMSO est le cryoprotecteur le plus généralement utilisé, mais il a tendance
a étre toxigue, qu’il soit utilisé seul en solution agueuse (Kausrin et
Stushnoff, 19851 ou mélangé a d’autres produits chimiques (Gazeau,
1980). Cependant, ses effets bénéfigues I'emportent généralement sur
I'effet toxigue que I'on observe particuliérement quand il n’est pas ultrapuf
{L.A. Withers, communication personnelle}.

Les transformations physiques provoquées dans les semences par le
stockage dans de |‘azote liquide peuvent étre bénéfiques, neutres ou
nocives. Les effets bhénéfiques peuvent &tre attribuables & une
augmentation de la perméabilité en raison d'une légére fente dans
I‘enveloppe. Sila transformation est nocive, il v a difformité ou mort des
graines. Ce dommage peut étre directement relié¢ & la congélation dans de
I'azote liquide, par exemple quand des taux différentiels de
contractionfexpansion des tissus font que les cotyiédons se détachent de
leurs pétioles (Pritchard et a/., 1988). L altération peut aussi étre causée
indirectement par les dommages subis [orsque le taux accrl d'inhibition &
travers une enveloppe plus perméable détériore las graines sensibles au
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stress d’inhibition (Spaeth, 1986). Wang et Hay (données inédites),
travaillant sur Picea mariana et Picea glauca, ont découvert que I'immersion
directe des graines dans de I’azote liquide a entrainé I'enlévement complet
de 'enveloppe d’environ 1% des graines des deux espéces,

L'exposition a des températures cryogéniques de -150°C ou moins est
non seulement tolérée, mais entraine la disparition de |la dureté des graines
de lotus cornicufatus (lotus corniculé, ou treéfle cornu} et de plusieurs
autres espeéces (Pritchard et a/., 1988). |l est peut-étre possible d’appliquer
cette technigue pour lever la dormance de I'enveloppe de nombreuses
légumineuses tropicales. Parmi les espéces testées (plus de 150}, seules
quelques-unes ont subi des dommages dus au refroidissement et au
réchauffement subséquent ailleurs qu’a la surface de |'enveloppe
(Stanwood, 1985). Dans le cas des espéces ayant subi des dommages
physiques, on devrait examiner la possibilité de vitesses de refroidissement
plus lentes et/ou d’une congélation par étapes pour atténuer les problémes.

Semences tolérantes a la dessiccation et sensibles a 1'azote liquide

Parmi les semences de cette catégorie figurent un grand nombre
d’essences fruitiéres et d’'essences portant des fruits a écale, par exemple
des espéces de Corylus, Juglans et Prunus, ainsi que des arbres forestiers
tels que Fagus silvatica, Gmelina arborea et Populus sp. Elles se
caractérisent par une tolérance & la dessiccation a une teneur en eau
inférieure 3 10% (du poids frais) et par une durée de stockage possible de
moins de 5 ans {Stanwood, 1985}, Elles sont cependant sensibles aux
températures inférieures & -40°C. Ces semences sont en général riches en
lipides de réserve, jusqu'a 60-70% chez certaines espéces {Bewley et
Black, 1983). Des semences d’espéces de Corylus ont perdu leur viabilité
4 des températures inférieures & -40°C, apparemment a cause de la
solidification des huiles {Stanwood, 1985). Cependant, [a toxicité de
I'azote liquide, particuliérement lorsqu’il n'est pas ultrapur, est
généralement contrebalancée par ses effets bénéfigues (L. Withers,
communication personnelle), Des recherches récentes font état d'une
bonne survie et d'une croissance normale d’'axes embryonnaires
cryopreservés de Juglans (Pence, 1390; de Boucand et a/., 1991}, de
Carya et de Corylus (Pence, 1990}, d'Aesculus hippocastanum (Pence,
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1292} et de Quercus (Gonzalez-Benito et Perez-Ruiz, 1992; Jorgensen,
1990}, De nouvelles recherches seront nécessaires pour mettre au point
des milieux optimums pour la croissance d‘axes embryonnaires isolés
récupérant aprés dessiccation et congélation pour donner des plantes
saines {Pence, 1890}

Semences sensibles & la dessiccation et A I’azote liquide

Dans cette catégorie figurent des semences a8 comportement récalcitrant
tant tempérées que tropicales, dont celles de nombreuses espéces
cultivées telles que I'"hévéa (Hevea brasiliensis), |"aréquier, le palmier et le
cacaoyer (Theobroma cacao), des essences fruitidéres tropicales telles que
le manguier (Mangifera indica), le jaquier (Artocarpus heterophylius) et le
ramboutan {Nephelium lappaceum) et des essences de bois d'oeuvre des
familles des diptérocarpacées et des araucariacées {Chin, 1988a). Ces
semences Sont caractérisées par feur grande taille, leur vie bréve et leur
sensibilité a la dessiccation et aux températures inférieures au point de
congélation {Chin, 1988a}. On avait déja déterminé que les semences de
certaines espéces de cette catégorie étaient du type récalcitrant, mais on
sait maintenant qu’elles sont tolérantes a la fois & la dessiccation et 2
I"'exposition & i‘azote liquide (par ex. grenadille, plantes & caoutchouc de
Paré et de Ceard, goyavier commun, papaver) {Stanwood, 1985},

Il existe deux techniques principales le stockage des semences de type
récalcitrant par crycgénie; soit qu’on excise, séche et stocke les embryons
dans de I'azote liquide, soit qu’on se serve de la graine entiére {De Boucaud
et Cambecedes, 1988}). Une troisieme méthode, introduite par Grout
(1979}, consiste a utiliser des semences de tomate non desséchées comme
modéle pour stocker des semences a8 comportement récalcitrant dans de
I‘azote liquide. Les semences a teneur en eau de plus de 70% (du poids
frais) conservées dans de |'azote liquide n’ont pas germé, mais les explants
de méristéme de pousse excisés de ces graines ont été viables aprés
stockage et ont produit des clones par culture de tissus. L'emploi de cette
technique exige cependant (a) que certains tissus somatiques de la graine
en question demeurent viables aprés stockage dans de ['azote liquide et (b)
que des techniques de culture de tissus soient maitrisés pour I'espéce.



24

Grout et &/ (1983} ont signalé que conservation de grosses semences
du type récalcitrant d’essences figneuses telles que I'hévéa, le cacaoyer,
le cocotier et le palmier 3 huile pouvait exiger beaucoup d'espace si "on
entreposait toute la semence, ce qui accroii le colt de la cryopréservation,
Donc, le stockage de plasma germinatif sous diverses formes {par ex. axes
embryonnaires excisés, suspensions cellulaires, cals de culture de tissus,
etc.) peut également étre plus économique que le stockage de la semence
entiére.

Le principal probléme lié au stockage de graines du type récalcitrant est
leur sensibilité & la dessiccation. Le recours a des températures sous le
point de congélation cause un gel intracellulaire et la mort, (Fu, 1951;
Harrington, 1972; Sasaki, 1976; Chin, 1978). On ne sait pas si ces
dommages mortels dus a la dessiccation se produisent rapidement 3 la
teneur en eau critique, ou en dessous, ou si la perte de viabilité est
graduelle, attribuable & une deétérioration physiologique se produisant
lorsque la teneur en eau est faible {King et Roberts, 1979). |l est aussi
possible que la réduction de la teneur en eau cause des dommages 4 la
membrane, ce qui a des conséguences sur la fonction membranaire et
I"intégrité de l'organelle, conséquences qui se manifestent dans les cas
extrémes par une désintégration du noyau. Cela a été démontré pour des
semences d'hévéa séchées au soleil {Chin et a/, 1981). Meryman et
Williams (1985) ont cité des textes sur des plantes trés diverses dont les
cellules hydratées ont survécu 3 la perte de 55-57 % d"eau celliulaire avant
gue ne se produisent des dommages irréversibles, On émet 'hypothése que
les dommages sont dus soit & la perte de l'intégrité de la membrane et 3
la pénétration de glace extracellulaire dans la cellule, soit & la perte
irrécupérable de matiére membranaire entrainant la rupture de la membrane
cellulaire aprés réhydratation.

Mumford et Grant {1979} ont découvert que les graines de citronnier
fraiches & teneur en eau de 90,1% (poids sec) ne pouvaient étre stockées
dans de 'azote liquide sans perdre toute viabilité. Le séchage de graines
intactes de cette essence a produit une diminution de viabilité de 75% {a
une teneur en eau de 90%) & 30% (teneur en eau d'environ 35%). Le
stockage subséquent des graines séchées dans de |'azote liquide n'a pas
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eu de conséguences sur la viabilité. Cependant, aprés avoir enleveé le testa
des graines, il a été possible de sécher celles-ci pour atteindre une teneur
en eau de 1,2% (du poids sec) sans diminution de la viabilité, tout en
maintenant un taux de germination de 95%. Ces semences ont survécu a
conservation dans de |'azote liquide, mais certaines n‘ont pas réussi &
produire de radicules une fois réchauffées. Pritchard et Prendergast (1986)
et Grant et al {1983} ont découvert que si les embryons d'Araucaria
hunsteinii et de palmier a huile (Flaesis guinensis), espéces du type
récalcitrant, étaient excisés et séchés pour atteindre une teneur en eau de
20%, ils survivaient & conservation dans de |'azote liquide et croissaient
par la suite /n vitro. La stérilisation superficielle des embryons avant leur
cryopréservation a réduit la survie des méristémes de racine. Grant et a/.
{1983} ont découvert que les embryons excisés du palmier a huile avaient
une teneur en eau de 48,3% et pouvaient étre séchés avec succés pour
atteindre une teneur de 20% sans que la viabilité soit réduite d’aucune
facon {88% de germination}. Toutefois, un séchage ultérieur réduisant la
teneur en eau a 10,4% a été accompagné d’une légére réduction a 75%
de la germination /n vitro.

Ces embryons séchés ont pu étre congelés et entreposés dans de |'azote
liquide pendant au moins 8 mois sans que s'accentue la perte de viabilité.
D’aprés Chin {1988b), les esp&ces qui n'ont pas survécu a le stockage
dans de ['azote liguide ont subi par la suite un test avec des
cryoprotecteurs tels que le DSMO. le glycérol, la L-proline et divers milieux
enrichis. Pour le moment, des embryons d’ Artocarpus heterophylius,
Nephelium lappaceum, Cocos nucifera et Dryobalangs aromatica ont
survécu a la cryopréservation et ont repoussé dans des milieux enrichis.
Ces techniques pourraient &tre utiles pour accroitre (a durée de ie stockage
d’autres espéces & comportement récalcitrant, mais des améliorations
seront nécessaires.

A la suite d'une étude de la stratégie d'éventuelles recherches sur le
stockage de semences du type récalcitrant, King et Roberts {1980b) se
sont penchés sur la praticabilité de le stockage a long terme 3 basse
température de semences de ce type. lls ont suggéré trois approches pour
tenter d’augmenter la période de le stockage des semences a
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comportement récalcitrant : (1) identifier les espéces a semences du type
récalcitrant véritable; (2) examiner les taux de séchage et les taux de
germination subséquents, en accordant une attention particuliére aux
technique de séchage sans air chauffé; (3} tenter d'améliorer les
techniques ftraditionnelles de stockage des semences humides & des
températures ambiantes ou sous-ambiantes si V'approche (2} s'avére
impossible.

AVANTAGES ET INCONVENIENTS

DE LA CONSERVATION DES SEMENCES

En raison de la production irréguliére de semences chez les espéces
ligneuses, en particulier les arbres forestiers, le stockage est essentiel dans
le cas de programmes de hoisement pour qu’'il y ait production continuelle
de semis. On pourrait avoir recours 3 le stockage des semences a basse
température et & faible humidité pour faciliter et compléter d’autres
stratégies de conservation des ressources génétiques {Hawkes, 1980;
Bonner, 1990). En fait, sur la foi des connaissances actuelles sur le
comportement des graines entreposées et la technologie de conservation,
il peut &tre avantageux & plusieurs égards d’inclure le stockage de graines
dans les systémes de conservation et de régénération du plasma germinatif
pour la conservation génétique a long terme des espéces d'arbres. Par
exemple:

1. Les semences du type orthodoxe véritable d‘essences d'arbres
importantes peuvent étre séchées pour atteindre une teneur en eau
faible et stockées dans de I'azote liquide pendant une période indéfinie
au-dela de I'age de rotation avec peu ou pas de mutation génétique.

2. Par rapport & d'autres modes de conservation, le stockage des
semences est d'un bon rapport rendement-prix et permet de préserver
les trois types de diversité — clinale {géographique), entre populations
et a 'intérieur de populations.

3. On trouve de bonnes installations de stockage partout dans le monde,
ce qui peut contribuer & des échanges internationaux importants de
plasma germinatif précieux.
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4. le stockage de semences peut servir d’une banque de génes a court
terme pour les espéces du type récalcitrant, 4 moyen terme pour les
espéces du type sous-orthodoXe, et pour les espéces du type orthodoxe
véritable aussi il peut servir d’'un complément dans des stratégies de
conservation génétique a long terme.

Cependant, il ne faudrait pas négliger les inconvénients de fe stockage
de semences pour la conservation génétique a fong terme. Par exemple:

1. Les graines de nombreux arbres, en particulier celles d‘espéces fort
importantes du type récalcitrant tropical et récalcitrant tempéré, ne
peuvent &tre stockées avec succés a ['aide des techniques actiuelles.

2. Les semences volumineuses de certaines espéces ligneuses,
particulidrement d’espéces 4 comportement récalcitrant telles que le
cacaoyer, le jaguier et le manguier, occupent beaucoup d’espace, ce qui
accroit le colt de la gestion des banques de semences.

3. Des inquiétudes ont été manifestées quant aux dangers potentiels de
mutations génétiques provoqueées par le vieillissement chez les graines
stockées et les plantes auxquelles elles donneront naissance {Roos,
1982). Bien que les recherches semblent démontrer que les mutations
chromosomiques et non chromosomigues sont éliminées en grande
partie au cours du processus sexuel et ne sont donc pas transmises a
la génération suivante, le Conseil international des ressources
phytogénétiques (IBPGR, 1976) recommande, en guise de précaution,
de régénérer le plasma germinatif stocké lorsque la faculté germinative
baisse de 5-10%. Cela rendra nécessaire de reconstituer plus souvent
les stocks de plasma germinatif, ce qui entralnera une augmentation
des colits.

4. Contrairement & celles des especes agricoles, les semences des
espéces ligneuses pérennes exigent de longs cycles de régénération {de
15 & 80 ans selon les espéces), du semis des graines a la maturité
sexuelle, cycles qui sont en fait plus longs que ies cycles de stockage
(Hawkes, 1980). La régénération des lots de semences posera donc
parfois un probléme insurmontable.
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Chapitre Il
CONSERVATION EX SITU DE POLLEN

INTRODUCTION

Si possible, il est préférable de se servir de graines plutdt que de pollen
comme véhicule de conservation génétique. Le stockage de pollen pouria
conservation ex situ des alléles est important lorsque I'on stocke des
espéces difficiles & conserver par d'autres méthodes ex situ, par exemple
celles qui ont des semences du type récalcitrant et qui réagissent mal aux
méthodes de culture de tissus. La faculté germinative du pollen frais, ou de
celut qui est entreposé pour une bréve période, est surtout déterminée par
I'intégrité de la membrane de la cellule végétative {Shivanna et Heslop-
Harrison, 1981 ; Hoekstra et van der Wal, 1988). L'état de cette membrane
influence par la manipulation du pollen et de I'eau qu’il contient a la fois
avant et pendant le stockage. Le stockage & long terme accroit le risque
que d'autres facteurs, par exemple la diminution de I'activité des enzymes,
la réduction des réserves stockées, etc., entrainent la diminution de la
faculté germtnative {Stanley et Linskens, 1974). Les facteurs importants
qui déterminent la longévité du pollen stocké sont, de I'avis général, |a
teneur en eau et la température {Towill, 1985). Ces deux paramétres
influent sur la viahilité du pollen stocké a court et a4 long terme et
déterminent donc guelle proportion des alléles de la population d’origine a
été transmise a la génération suivante. Ce sont par conséguent des
contraintes de nature physiologique auxguelles sont socumises la durée et
la fonctionnalité du pollen.

Il est d'une importance primordiale de maintenir la plus grande proportion
possible de grains de pollen dans un état viable en optimisant les conditions
de conservation. Callaham (1967) a rapporté gue dans le cas des lots de
pollen o figurait du pollen mort, la quantité de graines produites ne se
trouvait pas diminuée, sauf lorsque les lots compaortaient moins de 30% de
pollen viable. Cependant, si un lot de pollen a une faculté germinative
considérablement amoindrie, il peut ne pas représenter la composition
génétique du lot dorigine {Towill, 1985}. il faudrait alors avoir recours 3
le stockage a des températures cryogéniques pour retarder, dans la mesure
du possible, les processus métaboliques et empécher la mort subséquente
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des grains de pollen. D'autres modes de conservation, a des températures
plus élevées, peuvent étre adéquats a court terme, mais ne suffisent pas
pour la conservation génétique. Ci-dessous, nous nous concentrerons sur
les problémes liés a la cryopréservation du polien.

Malheureusement, on dispose de bien peu de dennées sur la longévité
des propagules, qu’il s"agisse de graines, de produits de la culture de tissus
ou de polien, & des températures extrémement basses. Une étude
effectuée pendant 8 ans sur la viahilité de pollen d'arbres stocké dans de
I’azote liquide a démontré que, alors que la plupart des lots conservaient
leur viabilité, d’autres voyaient la leur diminuer, la cause n’étant pas
nécessairement liée & I'espéce ou & la variation de la teneur en eau
{lchikawa et Shidei, 1972c). Des caprices observés dans les tests
pourraient cependant expliquer certaines de ces variations. En outre, il a
été fait état d’une diminution de la viabilité du pollen de mais (ZFea mays
L.} {Nath et Anderson, 1975} et de ble {7Trticum sestivum var.
erytrospermum) stocké & -196°C pendant de courtes périodes (Andreica et
al., 1988}, mais il s'agissait peut-étre d'un artefact de la dessiccation.

La préservation cryogénique exige habituellement une dessiccation
partielle afin d’éviter la formation de glace intracellulaire mortelle. Une telie
dessiccation est généralement praticable dans le cas de grains de pollen
bicellulaires qui possédent une cellule végétative et une cellule générative
au moment de la dissémination. Toutefois, il existe une seconde catégorie
de poilen qui est tricellulaire au moment de la dissémination, la cellule
générative ayant subi une mitose et produit deux celluies spermatogenése
avant la déhiscence de I'anthére (Brewbaker, 1967). Ces grains de pollen
ont normalement une vie trés bréve et ne tolérent généralement pas la
dessiccation jusqu’a une teneur en eau assez basse pour permettre leur
exposition a des températures inférieures au point de congélation [Towill,
1985].

Le groupe bicellulaire est le plus grand des deux, tout au meins chez les
angiospermes ({(Brewbaker, 1967), et peut étre subdivisé en deux
catégories, selon gue les mitochondries sont complétes ou incomplétes au
mcment de la déhiscence {Hoeksira et Bruinsma, 1980). Le pollen
bicellulaire peut génératement supporter la dessiccation jusqu’a une teneur
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en eau inférieure & 10% {(du poids frais) {11,1% (du poids sec)] {Towill,
1986). Les témoignages a I'appui de I'hypothése de Schirhoff (1926}
voulant gue [e pollen tricellulaire soit plus avanceé sur le plan phylogénétigue
continuent de s’accumuler (Brewbaker, 1967; Ottaviano et Mulcahy,
1989). La distinction entre pollen hicellulaire et tricellulaire a été mise en
corrélation avec des différences physiologiques. Le pollen bicellulaire a une
vie prolongée et croft fongtemps in vitro, ce qui n'est pas le cas du pollen
tricellulaire. Par ailleurs, le lieu et le type de la réaction d'incompatibilité
chez les espéces auto-incompatibles différent entre les deux groupes
(Brewbaker, 1967). Hoekstra et Bruinsma {1975a} ont découvert que les
grains de pollen tricellulaires ont un guotient respiratoire et un taux de
respiration global plus élevés que le pollen bicellulaire. Cela s’'explique par
le fait que le pollen tricellulaire est disséminé au moment de la déhiscence
avec des mitochondries pleinement formées, alors que celles du pollen
bicellulaire sont incomplétes (Hoekstra, 1979).

On trouve un examen détaillé des différences entre ces deux groupes
dans Brewbaker (1967), Makinen et Brewbaker {1967) et Stanley et
Linskens {1274). Une classification systématique des groupes sur la base
des tendances géographigues parait futile. Brewbaker {1967} signale que
la tricellularité semble étre apparue indépendamment au sein de
nombreuses familles végétales trés divergentes dans le monde entier.
Cependant, une classification basée sur le cycle vital donne & penser que
la sélection gameétophytiqgue male meodifie nécessairement plusieurs
processus biosynthétiques avant le début de la croissance du tube, de la
période postérieure 4 la pollinisation (développement sur le style) a la
période antérieure a la pollinisation {développement avant la déhiscence).
Lorsque les grains de pollen se posent sur un style, ils commencent
immeédiatement & germer et leur lutte pour la survie est plus efficace
{Ottaviano et Mulcahy, 1988). De telles différences qui sont liges au lieu
ou ils se développent sont documentées pour le pollen bicellulaire et
tricellulaire. On trouvera un excellent examen de ces aspects de I"évolution
du pollen des angiospermes dans Ottaviano et Mulcahy {1989, pages
41-43).
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FACTEURS ENVIRONNEMENTAUX

Qualité initiale

il est d’'une importance extréme de mettre au point une méthode de
vérification de la viabilité du pollen qui corresponde adéquatement, et
invariablement, a la capacité du pollen de produire des graines {Schoenike
et Bey, 1981). Owens et Blake (1986) et van Buijtenen (comm. pers.)
signalent que, bien que |'observation de ia germination corresponde
généralement a la capacité du lot de pollen de produire des graines, ce
n‘est pas toujours le cas. Par exemple, I'«effet de population», par lequel
les grains de pollen agrégés germent mieux que les grains isolés (Ahlgren
et Ahlgren, 1978), amoindrit la fiabilité du test de germination. il faut
dgalement reconnaitre que les dommages que subit accidentellement
I'exine du pollen peut produire des artefacts donnant l'ilusion de pollen en
train de germer. Cela est particulierement vrai du pollen tricellulaire
(Hoekstra et Bruinsma, 1975al. L'identification du tube a été facilitée par
I‘utilisation d’un colorant bleu & base d’aniline pour déceler les calloses a
I'aide d’un microscope U.V. (Hoekstra et Buinsma, 1976a). En outre, la
concentration optimale de saccharose, de bore et/ou de calcium et/ou le pH
du milieu de germination sont souvent particuliers aux espéces {Cauneau-
Pigot, 1988; Hall et Farmer, 1971; Koekstra et Bruinsma, 1975bb}. Le
pollen vieilli exige souvent des concentrations plus élevées de sucre (Vasil,
1962) et/ou de bore {Visser, 1955) dans le milieu que le pollen frais pour
une germination optimate. On a formulé ['hypothése, pour le pollen de
Pinus et de Picea qui a cette réaction, que la perméabilité au sucre du
pollen stocké décroit (Kihlwein et Anhasusser, 1951}, Il a été démontré
gue le pollen séché et/ou stocké germe plus lentement in vivo (Barnabés
et Fridvalszky, 1984; Heslop-Harrison, 1979} que le pollen frais. Barnabas
et Fridvalszky {1984} ne précenisent donc la pollinisation avec du pollen
stocké que dans des conditions environnementales optimales. Dans le cas
du sapin de Douglas, on a laissé entendre que la pollinisation artificielle
avec du pollen stocké dans de |'azote liquide accroissait le taux
d’avortement des cdnes par rapport a la pollinisation avec du pollen frais
(Copes, 1985). Bien qu’il ne s'agisse pas la d'une différence importante,
il semble que le pollen stocké produise un taux plus élevé d’avortement des
canes que le pollen frais. Des données de méme nature ont été publiées par
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Ganeshan (1986b), mais elles n‘ont pas été analysées sur le plan
statistigue.

Exposée a des champs électromagnétiques, la germination jin witro a été
stimulée. De telles conditions ont entrainé I'accroissement de la faculté
germinative et de la vitalité germinative du pollen in wtro, et une diminution
du temps de germination {Alexander et Ganeshan, 1990}. Ces technigques
peuvent améliorer |a corrélation entre la viabilité /7 vitro et la quantité de
semences produites in vivo. Cependant, lorsqu’on préserve le pollen en vue
de la conservation génétique, il ne suffit pas de prédire simplement la
quantité de semences qui sera produite (Callaham, 1967). La faculté
germinative du pollen /n vitro peut étre faible alors que la guantité de
semences demeure élevée, ce gui peut produire une descendance ou la
proportion de I'apport paternel en ADN est fortement modifiée par rapport
4 la population gamétique originelle. Cela est d( au fait que dans les tests
de pollinisation /7 vitro on préleve des échantillons au hasard et gu’on
additionne la faculté germinative des différents grains, alors que la
fertilisation d'un mégamétophyte n'exige qu'un seul grain de pollen viable.

Des expériences oll I'on a eu recours & des tests de conductibilité
électrique et & une analyse de la densité optique par infrarouge du percolat
de pollen ont donné des résultats contradictoires. Ching et Ching {1976),
Foster et Bridgewater {1979) et Goddard et Matthews {1881} ont fait état
de corrélations élevées avec la faculté germinative du pollen /nr vitro, alors
que Moody et Jett {1990} n’ont trouvé & peu prés aucune corrélation.

Diverses techniques de coloration ont été utilisées pour prédire la
quantité de semences produites. Les résultats de [l'utilisation
d’acétocarmine ne correspondent pas vraiment a la viabilité réelle {Johri et
Vasil, 1961). Nombre d‘autres réactions a la coloration, la plupart
essentiellement sur la cellule végétative, produites pour tenter de prédire
la viabilité du pollen, nont pas été concluantes. En outre, des tentatives
pour mettre en corrélation I'activité enzymatique des cellules végétatives
et la viabilité n'ont produit gue des résultats médiocres A cause de la
persistance de |'activité enzymatique dans le pollen récemment mort
(Heslop-Harrison et Heslop-Harrison, 1970; King, 1960). Méme les tests
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au tétrazole peuvent donner des résultats ambigus (QOberle et Watson,
19563). Alexander (1280) a créé pour le pollen un colorant & multiples
usages qui, au dire de Gameshan {1986a, 1986b}, distingue avec succés
les grains en train de germer des autres. Cependant, on n'a pas tenté de
verifier si les grains qui n'étaient pas en train de germer étaient morts.

Heslop-Harriscn et Heslop-Harrison {1970} se sont concentrés sur
I'intégrité de la membrane de la cellule végétative des grains de pollen pour
vérifier la viabilité. lls ont émis ["hypothése que si cette cellule présente une.
perméabilité normale elle est vraisemblablement viable. La perméabilité de
la cellule a été testée par coloration avec du diacétate de fluorescéine, un
produit chimique non fluorescent et non polaire qui sert de substrat pour
le complexe enzymatique de la cellule, fait d’estérases (Rotman et
Papermaster, 1966}. L'hydrolyse au sein de la cellule produit de la
fluorescéine qui ne sort pas des cellules viables intactes. L'accumulation
de fluorescéine dans les cellules semble donc généralement fortement liée
a la viabilité, tout au moins pour des durées de stockage trés bréves.
{Shivanna et Heslop-Harrison, 1981; Heslop-Harrison et al.,, 1984),

Idéalement, la viabilité du pollen devrait étre testée en saupoudrant des
stigmates de la méme espéce et en observant la germination du pollen /in
vive. Holman et Brubaker (1926} étaient d’avis qu'il pouvait y avoir dans
le stigmate des «substances» stimulant la formation du tube et contribuant
a la fertilisation. 1l est peut-étre possible d’"homogénéiser les stigmates et
les styles des espéces intéressantes et d’inclure I'homogénat dans le
milieu olu se fait le test standard de germination. Knowlton {1222} a
découvert que le pollen d'Antirrhinum, initialement incapable de germer
dans un milieu artificiel, était stimulé a ce faire lorsqu’un morceau du
stigmate était introduit dans le milieu. Hodgkin et Lyon (19886} ont été les
premiers & déterminer de facon plus précise les facteurs essentiels a la
germination du pollen a partir de tissus végétaux, ou la favorisant. lis ont
séparé I'homogénat tissulaire par chromatographie sur couche mince, étalé
du pollen de la méme espéce sur la mince bande et documenté les bandes
sur lesquelles le pollen a germé vigoureusement.
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Teneur en eau (TE)

Bien que le pollen bicellulaire soit généralement moins susceptible d’étre
endommagé mortellement par une diminution de la teneur en eau gue le
pollen tricellulaire, il a été démontré que la réduction de la TE & prés de 0%
était mortelle ou diminuait considérablement la longévité (Towill, 1985).
Bramlett et Matthews {1991} ont démontré que dans le cas du pollen du
pin taeda (Pinus taeda L.) congelé pendant un an a des températures allant
de -4° & -20°C, la faculté germinative /n vitro était respectivement de 94
et 91% pour le pollen ayant une teneur en eau (poids frais) de 9 et 7%,
alors que dans le cas du pollen ayant une teneur en eau de 3%, la faculté
germinative était de 73%. Le nombre total de semences produites et le
pourcentage de semences pleines étaient plus élevés pour les lots stockés
aune TE de @ et 7% et plus faibles dans le cas des lots entreposés a une
TE de 3%. Le pollen des espéces tricellulaires des genres Tulipa, Clivia,
Aesculus et Parnassia, et de Plantago media, ne peut étre séché pour
atteindre une teneur en eau de moins de 40% {poids sec) [teneur en eau
d’environ 28,5% (PF}], et le pollen de toutes les graminées doit étre
conserveé d une TE élevée pour prolonger la viabilité ne serait-ce que de
guelques jours {Stanley et Linskens, 1874}. Cependant, Shi et Tian (1989}
ont séché du polien tricellulaire de seigle, atteignant une TE de 6%, et ont
maintenu la viabilité pendant un an dans de {"azote liguide.

Towill {1985} signale que la tolérance minimum a la dessiccation varie
selon les espéces, et que la TE initiale du pollen avant dessiccation peut
influer sur la survie. Il semblerait que, dans le cas du pollen bicellulaire, plus
la TE initiale est basse, plus le pollen est en mesure de survivre 4 une
nouvelle dessiccation. Il a été prouvé que c'était le cas pour le poirier du
Japon {Pyrus serotina) {Akihama er a/, 1978} et le pin blanc de I'Quest
{Pinus monticola Dougl.) {(Ching et Ching, 1964). La viabilité pendant [e
stockage des grains de pollen du peirier du Japon et du plagueminier du
Japon {Diospyros kaki) est inversement proportionnelle a leur TE avant le
séchage (Akihama et Omura, 1986). Cependant, I'hypothése selon laguelle
plus la TE initiale du pollen est faible, mieux il survit 3 une dessiccation
plus poussée, est confondue dans ces rapporis avec le mode de
dessiccation, ¢’est-a-dire la Iyophilisation. Plus la TE initiale du pollen est
faible, plus son exposition au vide est courte et plus le séchage sous vide
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endommage le pollen (Livingston et Ching, 1967; Davies et Dickenson,
1971). Une expérience mieux concue réalisée par Hoekstra et van der Watl
{1988) a démontré que le pollen & TE trés faible (environ 5-8%) est
invariablermment endommagé par un séchage plus poussé. Barnabéas et Rajki
{1981), qui ont fait sécher & I'air du pollen de mais trinucléaire, ont
découvert gue I'éventail de TE optimal pour la survie pendant conservation
4 basse température et la production subségquente de graines était
extréemement large (9,8-25,6%). Toutefois, lorsqu’ils ont examiné leurs
résultats fondés sur {a proportion d'eau évaporée, un idéal trés net s’est
manifesté — la survie maximale était liée a une perte de 30% de teneur en
eau. Au-dessus comme en desscus de ce chiffre, la production de graines
était trés inférieure. 1l est difficile de concilier ces résultats avec les
théories actuelles sur l'intégrité tant du plasmaiemme de la cellule
végétative que des mitochondries du pellen {Shivanna et Heslop-Harnson,
1981; Crowe et al.,, 1989a, b). L'importance du mode de réhydratation
dans le maintien de la viabilité du pollen ne peut &tre exagérée, et on doit
se rendre compte gue dans toutes les études citées plus haut, le mode de
réhydratation vient compliguer la situation. De plus, I'étude de Barnabas et
Rajki {1981) portait sur du pollen tricellulaire; la réaction physiologigque de
celui-ci a la dessiccation et & la réhydratation peut différer de celle du
pollen bicellulaire.

Hoekstra et Bruinsma {1975b) ont découvert que la viabilité du pollen de
différentes composées était inversement proportionnelle a la température
et A I'"humidité relative au moment de la récolte. Pour ce qui est du pollen
de Chrysanthemum cinerariaefolium récolté & 24°C, la viabilité n'a été
maintenue a environ 85% que si I'humidité relative était d'au plus 60%.
Au-dessus de ce chiffre, on a observé une baisse marquée de la viabilité.
Le pollen est vraisemblablement en équilibre avec I’humidité relative. Cela
influence le taux de respiration du pollen aussi bien tricellulaire que
bicellulaire, le taux de CO, évoluant peu si 'humidité relative est inférieure
a 77% {Hoekstra et Bruinsma, 1975a). Par conséquent, en raison de la
confusion relative a la quantité optimale d’eau a perdre avant le stockage,
et & la nécessite de sécher le pollen avant de le stocker a des températures
inférieures & zéro, il serait prudent de récolter le pollen lorsque |'humidité
relative est faible (Barnabas et Fridvalszky, 1984},
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Mode de dessiccation/réhydratation

La rupture du ptasmalemme due 3 la dessiccation {Hoekstra et van der Wal,
1988; Crowe et al., 1989a) et/ou les dommages dus au refroidissement et
& Vinhibition lorsque du pollen sec absorbe rapidement de l'eau froide
{Caffrey et al., 1987} sont des causes possibles d’une moindre germination
du pollen. En outre, les deux types de dommages ne sont pas
nécessairement differents (Hoekstra et van der Wal, 1988; Sack ef al.
1988). On croit qu’un certain type de rupture se produit au cours de la
transition qui fait passer les phospholipides d’une phase ol ils forment un
gel relativement rigide, & température ou teneur en eau relativement
basses, 4 une phase fluide aprés inhibition. Les dommages ne dépendent
pas du degré de saturation des gueues hydrophobes de ces lipides
[Hoekstra et van der Wal, 1988). De plus, dans le cas des membranes
possédant de grandes quantités de phosphatidy-léthanolamine [PE) et
d’autres phospholipides capables de former des tubes hexagonaux inversés
{HIl} {Simon, 1974; Crowe et a/., 198%a; Quinn, 1985), des dommages
peuvent &tre subis aprés réhydratation 4 cause d'une fuite avant que les
phospholipides ne retrouvent une forme lamellaire {Crow et a/., 1989a) Par
ailleurs, des dommages peuvent étre causés par la production de radicules
libres pouvant attaquer des liens non saturés dans les lipides et hydrolyser
le lien ester des phospholipides avec libération des acides gras dans le
plasmalemme {Niehaus, 1978}, ce qui modifie [a fluidité de la membrane.

Les dommages dus au refroidissement par inhibition subis par les
membranes du pollen de 7ypha ont provoqué des modifications dans
I‘ultrastructure du pollen viable {Sack et al., 1988). La différence la plus
évidente entre [e pollen viable et le pollen tué par des dommages dus a
I'inhibition est I'incapacité du poilen mort de se dilater aprés hydratation
{Gilissen, 1977; Hoekstra et van der Wal, 1988). Par conséquent, la
capacité des membranes séchées de préserver [eur organisation structurelle
est essentielle au rétablissement du pollen séché {Shivanna et Heslop-
Harrison, 1981). Cette capacité est & son tour régie dans une certaine
mesure par les propriétés des constituants de la membrane
{caractéristiques des tétes polaires, longueur des queues d’hydrocarbures,
présence de corps dissous stabilisateurs, etc.).
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Crowe et a/. (1989a, b) montrent que la stabilité de la forme lamellaire,
genre cristal liquide, des membranes des phospholipides du pollen diminue
fortement lorsque la TE est faible. Cette stabilité [orsque la TE est faible
peut &tre augmentée par |'ajout de sucres tels que le saccharose et le
tréhalose, qui peuvent remplacer |'eau autour des tétes polaires de
phosphate et dilater la bicouche, provoquant la diminution des forces de
van der Waal entre les queues. Hoekstra et van der Wal (1288) signalent
aussi que certains glucide peuvent maintenir les phospholipides & I'état
liqguide & une TE inférieure a la normale et que le pollen arrivé & maturité a
en général des taux élevés de sucres. Carpenter et Crowe {1988} ont
montré que les glucides {saccharose) maintenaient la déshydrogénase
lactique dans sa configuration ariginelle dans des conditions qui causeraient
normalement sa dénaturation. De nombreux corps dissous, dont des
sucres, sont exclus de facon préférentielle de tout contact avec les
protéines en solution aqueuse. Cela produit un état instable sur le plan
thermodynamigue en raison des concentrations relatives élevées des corps
dissous dans I'ensemble de la solution par rapport a celles observées
autour de la protéine. La dénaturation de la protéine entrainerait une
augmentation de sa surface, accroissant |'état défavorable sur le plan
entropique. Certains corps dissous, mais pas le DMSO, qui protége les
protéines des perturbations produites dans les solutions, servent également
de cryoprotecteurs 1a o0 ils peuvent jouer ce rdle {Carpenter et Crowe,
1988).

Jain et Shivanna (1987) préconisent I"emploi de solvants non polaires
pour le stockage du pollen. Aprés avoir examine un vaste eventail de
composés, iis ont découvert que moins un solvant est polaire, plus la
faculté germinative du pollen aprés stockage est élevée. ils ont émis
i"Thypothése que les solvants non polaires permettaient la conservation d’un
plasmalemme actif sur le plan osmotique {cristal liquide} dans les grains de
pollen aprés réhydratation. Du pollen de Crotalaria retusa L. a été cueill et
séché pour atteindre une TE de 5,2% avant d'étre stocké dans des
solvants. Toutefois, ce pollen n’a pas été endommagé par la dessiccation,
et I'expérience ne jette aucune lumiére sur la cause probable de la mort du
pollen en raison d’une rupture de membrane a TE basse. Il serait approprié
d’utiliser ce systéme pour |e stockage du pollen sensible & la dessiccation;
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le pollen pourrait étre réhydraté dans une atmosphére humide; et |'on
pourrait en vérifier immédiatement la faculté germinative.

‘La lyophilisation a été une des méthodes les plus employées pour sécher
le pollen a stocker ex situ. Cependant, cette technique a des conséquences
sur la viabilité du pollen et est source de nombreuses difficultés. |l a été
démontré que le séchage sous vide était la cause d'une moedification de la
viabilité, de la respiration et de la perméabilité chez le lis (Lifium longiflorum
c.v. Ace) {Davies et Dickinson, 1871). Certains indices semblent indiquer
que le taux de transport d’électrons est [imité a la respiration dans le cas
du pollen lyophilisé, ce qui nuit & la phosphorylation oxydante, & Ia
production d"ATP. et, par conséquent, a la viabilité {Davies et Dickinson,
1871). Livingston et Ching {1967} ont découvert que la lyophilisation du
pollen de sapin de Douglas [Pseudotsuga menziesii (Mirb.) Francol
diminuait la viahilité. Cauneau-Pigot (1988) adémontré que le pollen fragile
{pollen & exine mince! ne peut supporter la dessiccation par lyophilisation.
Elle conclut donc que le choix d'une technique de dessiccation/
préservation peut &tre dicté par ia morphologie du poilen.

Nombre des problémes gue pose la corrélation entre la germination du
pollen /n wvitro et la germination /n vive sont dus au controle de la
réhydratation du pollen. De nombreux cas ont été documentés ol la
germination du pollen in vitro n'a été couronnée de succés qu’'aprés
réhydratation dans une atmosphére humide avant le test, alors que le
pollen utilisé pour les tests in vivo germait bien sans gu’il ait été réhydraté
avant d'&tre placé sur le stigmate {Dereuddre et Gazeau, 1986; Hecker et
al., 19886).

Le pollen tricellulaire peut &tre stocké plus longtemps a des humidités
relatives plus élevées, mais la longévité varie considérablement (Towill,
1985). La vitesse de séchage du pollen varie en fonction de |'épaisseur de
I'exine, mais ce facteur n’est pas lié 3 |la sensibilité du pollen a la
dessiccation (Towill, 1985).
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Traitement avant dessiccation

Il a été démontré que le conditionnement au froid avant dessiccation avait
un effet favorable sur la longévité du pollen chez certaines espéces. Du
pollen de sapin de Douglas a été refroidi & 0°C pendant 36 jours et séché
en méme temps a 'air; sa durée de survie a été la plus longue lorsqu’il
avait été subséquemment lyophilisé (Livingston et Ching, 1967). Le
conditionnement au froid avant lyophilisation a accru aussi la longévité du
pollen de pin blanc de I'Ouest (Ching et Ching, 1264}. Méme dans le cas
du pollen a teneur en eau trés élevée (70%), un taux de survie élevé a été
obtenu en ayant recours & une technique de précongeélation {Ching et
Slabaugh, 1966). Le succés de ce traitement préliminaire ne se limite pas
a la lyophilisation. L'exposition pendant 1 4 & heures & des températures
avant congélation de -15°C et de -30°C a produit un taux de survie élevé
du pollen refroidi rapidement a -80°C ou a -196°C (lchikawa et Shidei,
1972a, b). La température avant congélation et la durée d’exposition
favorisant le plus la survie variaient selon les espéces. Mais le traitement
au froid avant dessiccation n'a pas eu d’effet sur le pollen de cocotier
{(Whitehead, 1965). Akihama et Omura {1888} n'ont observé aucune
différence en ce qui concerne la survie du pollen de six espéces sile pollen
a été refroidi avant sa lyophilisation.

Température

Avant les années 1970, une grande partie des textes sur la conservation
du pollen portaient sur la conservation de courte durée (1 & 2 ans} {Towill,
1985; voir aussi tableau 4). Cela permettait d’avoir recours & des
températures allant de juste au-dessus de 0°C 3 légérement en dessous de
-30°C pendant toute la durée de conservation et de conserver au pollen un
degré élevé de viabilité jusqu’a son utilisation dans des programmes de
reproduction, etc. Cependant, ces températures ne suffisent pas pour [a
conservation a long terme en vue de sauvegarder la diversité génétique
présente dans un échantillon de poilen. Ching et Slabaugh {1966},
travaillant avec du pollen bicellulaire de conifére, ont étudié par analyse par
diffraction des rayons la formation de cristaux de glace au cours de la
congélation. Des cristaux de glace ne se formaient pas dans le pollen 4 TE
de 10% (PF), mais le faisaient & une TE de 36%. Des cristaux de glace
décelables se formaient a environ -25°C et les grains de pollen ol de la



TABLEAU 4.
Effet de la conservation du pollen sur la quantité de graines produites {nombre total
de graines/fleur), poids des graines pleines, nombre de graines pleines/fleur, faculté
germinative de la semence, et capacité de conservation de la semence en
comparaison avec le pollen frais.

1985

Source Espéces | Température | Durée Quantité Poids Facuité Cons. des
de de de graines des germinative | semences
conservation | cons. semence des
semences
Akihama pécher -20°C 9 ans Méme - ---- ——
et al. peirier -20°C 6 ans
1980
Bramlett & | pin taeda -18°C 3 ans Moindre - -- R
Matthews,
1991
pin taeda -18°C 10 ans | Moindre? - s
Crisp & broccoli -1986°C 5 Méme Méme - Moins
Grout minutes bon
1984
Ganeshan, | papaver -196°C 300 Plus grand - aaen Sxme
1986b jours | nombre de
fleurs
avortées
avec du
polien

stocké?
Ganeshan, aignon -196°C 360 Ménme =~ -
1886a jours
Haunold & | houblon -196°C 1 an Méme Méme Méme ===
Stanwood | (Humulus)
1985
Hecker et | betterave a -196°C, 1 an Moindre - Méme -~
al. 1986 sucre
Ichikawa Pinus, -196°C 1 an Mémnik Méme |Méme Larix, -
& Shidei, |Larix, Cryp- les autres
1972c tormeria non testeés
Lee et al. jojoba -196°C 2 ans Méme e - v




42

glace était décelable n’étaient pas viables. Une partie du pollen de Pinus
monticola a teneur en eau d'environ 35% a été tué avant la formation de
glace intracellulaire, ce qui a abaissé la faculté germinative du pollen
irradigé, qui est passée d’environ 95% avant la congélation a environ 68%
aprés refroidissement a -25°C. On en a conclu gue méme si la membrane
n’était pas percée il pouvait y avoir mort du pollen, et i'on a cbservé que
le pollen congelé qui a survécu a mis plus de temps a germer que le pollen
non congelé.

Comme dans le cas de la conservation des semences a comportement
récalcitrant, celle du pollen tricellulaire nous place devant un dilemme. Le
pollen a TE élevée respire a8 un rythme élevé et sa viahilité diminue
rapidement. La congélation du pollen a TE élevée est mortelle a cause de
ce qui se produit au cours de la formation de glace intracellulaire. D'autre
part, la TE ne peut généralement &tre abaissée pour permettre de stocker
a des températures sous le point de congélation; une telle dessiccation
tuera aussi le pollen. Pour conserver ce pollen a long terme, il faudra
probablement avoir recours & des températures cryogéniques. Le traitement
du pollen sera complexe et sera probablement mortel pour une partie de
I'échantilion de pollen.

Nombre de cycles de refroidissement/réchauffement

Koopowitz et al. {1984) ont découvert gue |a faculté germinative du pollen
de Gladiolus dépendait du nombre de cycles de congélation-réchauffement
qu’il avait subis. Du pollen de papayer a TE non précisée a pu tolérer au
moins six cycles de congélation rapide et de réchauffement sans gue sa
viabilité en souffre {Ganeshan, 1286b). Ganeshan (1986b) a aussi
présenté des résultats qui semblent montrer que le pollen d'oignon, a TE
non précisée, pouvait &tre congelé et partiellement dégelé au moins quatre
fois sans réduire de fagon significative sa faculté germinative. Hecker et al.
{1986) ont découvert que du pollen tricellulaire de betterave a TEd'environ
12% pouvait &tre partiellernent dégelé et recongelé immédiatement sans
gue cela ait d'effet sur la faculté germinative. Les échantillons de
propagules utilisés pour la conservation du plasma germinatif devraient de
préférence ne pas étre refroidis ni réchauffés plus d'une fois. Les
échantillons utilisés pour des vérifications péricdiques peuvent &tre
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prémesurés et stockés séparément dans des ampoules différentes dans les
mémes conditions que le raste du lot de pollen.

Emploi de cryoprotecteurs

Le pollen bicellulaire, qui peut habituellement supporter la dessiccation 3
des TE permettant la cryopréservation, ne profiterait pas beaucoup de
I'ajout de cryoprotecteurs. Toutefois, comme le pollen tricellulaire ne peut
normalement étre séché sans perte de l'intégrité membranaire et de la
faculté germinative, il ne peut étre congelé sans subir des dommages
mortels en raison de la formation de glace intracellulaire. Le pollen
tricellulaire pourrait donc étre congelé et décongelé sans diminution de sa
-viabilité s'il pouvait étre cryoprotégé.

Des recherches ont été effectuées sur des produits chimiques
cryoprotecteurs et sur la facon dont ils agissent, qui permet au tissu
hydraté d'étre exposé a des températures basses sans qu’il se forme de
cristaux de glace dans 'eau celiulaire libre (Meryman, 1966; King et
Roberts, 1980). MacFarlane et Forsyth {1990} ont étudié une foule de
produits chimiques cryoprotecteurs employés pour vitrifier des solutions
aqueuses. La vitrification, |a formation de «glace amorphe», ou «verre», se
produit lorsque le refroidissement est si rapide que I'eau se solidifie sans
s'orienter en cristaux. Les meilleurs cryoprotecteurs sont ceux qui servent
de bases modérémeant seclides, annulant la capacité de I'eau de former un
réseau a forte liaison hydrogeéne a basse température. Deuxiémement, ils
doivent augmenter considérablement la viscosité de la solution, diminuant
par e fait méme les taux de nucléation et de cristallisation. Enfin, les bases
solides produisent de fortes interactions corps dissous-eau, ce qui conduit
& une hausse de la température de transition vitreuse. On a observé que le
butane-2,3-dic! possédait toutes les caractéristiques énumérées ci-dessus
(MacFarfane et Forsyth, 1290). Carpenter et Crowe (1288) ont montré
comment divers corps dissous protégent la déshydrogénase lactique de
toute dénaturation pendant la congélation {voir plus haut). En raison de |a
petite taille des grains de pollen et de |a perméabilité en général élevée des
exines du pollen tricellulaire, 'infusion de cryoprotecteurs ainsi que leur
écoulement apras le dégel devraient &tre plus faciles que dans le cas des
graines et d’autres grands corps multicellulaires utilisés dans |a culture de
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tissus. Malheureusement, il nexiste aucun compte rendu de 'emploi de
cryoprotecteurs et de la congélation subséquente de pollen tricellulaire, ce
a quoi d'éventuelles recherches devraient remedier.

Atmosphére de conservation

La conservation dans le vide ou dans une atmosphére d'azote a accrii la
longévité du pollen de mais par rapport & celle observée lorsqu’il était
stocké dans de l'air dans les mémes conditions de température et
d'humidité {Nath et Anderson, 1975). Selon I'hypothése actuelle expliquant
pourguoi conservation dans des atmosphéres contenant de I'oxygéne est
plus nuisible que dans des atmosphéres anoxigues, I'oxygéne provogue la
formation de radicules libres dans les tissus séchés {Heckly, 1978). Ces
radicules libres peuvent attaguer les liaisons non saturées des lipides,
particuliérement de ceux des membranes (Lehninger, 1982; Niehaus, 1978)
et hydrolyser le lien ester des tétes polaires. La conservation dans |'azote
liguide ou dans la vapeur d’azote devrait prévenir une telle dégradation.

FACTEURS GENETIQUES

Variation intraspécifique

Les variations dans la tolérance a la manipulation ont été documentées a
un niveau strictement génétique. Dereuddre et Gazeau {1986} affirment
que la variabilité intraspécifique et interspécifique en réaction a la
congélation et/ou au séchage, et la physiologie du pollen triceliulaire,
constituent les obstacles les plus importants a la conservation du pollen.
Orckendon et Gates (1978a, b} ont découvert que la viabilité du pollen de
I‘oignon {Affium cepa) varnait selon les anthéres de la méme fleur et selon
les fleurs de la méme ombelle. Dietze {1973) signale gu'on observe une
sensibilité & la lyophilisation liée aux clones chez des espéces d’arbres,
certains individus perdant leur faculté germinative tandis que d'autres de
la méme espece la conservaient. Une importante variation de la germination
entre arbres de la méme espéce est observable dans le mé&me peuplement
{Farmer et Hall, 1975}. En outre, une certaine variation de la tolérance ala
manipulation peut étre attribuabie & des facteurs environnementaux et
génétiques. Ahlgren et Ahlgren (1978} ont découvert que la viabifité du
pollen varie d'une année a |"autre quelle que soit Fabondance. Dereuddre
et Gazeau (1986) ont documenté des différences dans la résistance au
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seéchage et a la congélation entre espéces du genre Prunus, ainsi que des

différences entre cultivars de la méme espéce. Cependant, Hecker ef a/.
{1986) n'ont pu trouver d'indice d'effets génétiques relativement 3a la

tolérance & conservation du pollen de la betterave & sucre.

CONSERVATION DU POLLEN
Possibilités et limitations
L'utitisation du pollen en tant que veéhicule pour la conservation des génes

comporte & |la fois des avantages et des inconvénients :

Avantages

1.

Lorsque |'espéce & préserver a des semences de type rétaicitrant et
réagit mal aux méthodes de culture de tissus, le pollen, s'il pouvait étre
stocke & long terme, constituerait le meilleur mode de conservation ex
situ.

Des croisements contrélés sont réalisables plus tard. Le pollen est facile
a expédier et, aprés décongélation et réhydratation, il est prét & étre
utilisé. Des croisements controlés peuvent étre faits directement avec
du pollen alors que, dans le cas des graines, on doit attendre que le
semis soit mor {Towill, 1985}

La conservation du pollen est moins onéreux & cause de Ja petite taille
des grains.

Les bangues de pollen pourraient représenter de grandes populations,
et I'haploide est potentiellement utile pour ['élaboration de nombreux
clones de plantes androgénes dont la constitution génétique est connue
(Ottaviano et Mulcahy, 19889).

Inconvénients

s

Seulement la moitié du génome sera préservée, et la composition de cet
ensemble de geénes peut différer considérablement de celle qui est
souhaitée. Namkoong (1981) signale cependant que des alléles peuvent
étre recombinés dans les futures générations de reproduction s’ils
persistent dans le pollen préservé, Néanmoins, les travaux de tri et de
reproduction nécessaires pour une telle recombinaison sont
décourageants.
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2. La méthode de conservation du pollen peut entrainer la sélection de
génotypes particuliers, meodifiant la fréquence des génes chez la
descendance produite. Comme |a loi de Hardy-Weinburg ne s’applique
pas s'il y a sélection au niveau gamétophytique (Pallais et a/., 19886),
cette situation pourrait conduire a la disparition définitive d’alléles rares.

3. Le stockage du pollen dépend manifestement de la survie et de la
fertilité des femelles de I'espéce ou de leur survie pendant le stockage
sous forme de tissus ou de semences et de leur croissance subséguente
jusqu'a maturité. De pfus, méme aprés |a pollinisation, les graines de
nombre d’espéces d'arbres (Pinus, par exemple) ont besoin, pour se
développer, d'une période de 18 a4 24 mois au cours de laguelle les
dommages causés par les insectes, 'avortement des fleurs, etc.
peuvent &tre la cause de faibles rendements {Goddard et Matthews,
1981). Comme le produit final est de toute facon une graine qui doit
germer et croftre, et devenir une plante de taille suffisante pour étre
transplantée & Fextérieur, on minimise certainement les risques en
utilisant les graines comme premier véhicule de la conservation
génétigue.

Ces considérations influent sur la décision stratégique d’utiliser le pollen
pour la conservation des génes. Une fois cette décision prise, on doit
passer aux décisions tactiques sur la fagon dont le pollen sera stocké. Tant
la décision stratégigque d'utiliser le pollen que les décisions tactiques quant
4 la meilleure facon de le stocker dépendent du type de pollen produit par
I'espéce en question.

Le pollen bicellulaire ayant des mitochondries tout a fait développées
type 1) ou développées de fagon incompléte (type I} au moment de la
déhiscence de I'anthére est relativement facile 4 entreposer en raison de
sa tolérance & la dessiccation, laguelle permet de le congeler. Le pollen
tricellulaire (type Ill) ne tolére généralement pas la dessiccation et ne peut
&tre congelé & cause de sa teneur en eau élevée. La physiologie du pollen
de type Il est telle que sa longévité est trés réduite par rapport a celle du
pollen bicellulaire.
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Besoins en matiére de recherches

Parmi les considérations tactiques sur lesquelles on devra se pencher
figurent la teneur en eau due doit avoir le pollen stocké, le mode de
dessiccation si le pollen peut survivre au séchage, le mode de réhydratation
du pollen séché, la température de conservation {elle dépendra de la durée
de celui-ci}, I"atmosphere de conservation et la nécessité d’employer un
cryoprotecteur ainsi gque le type utilisé.

Le pollen entreposé a produit des graines qui n’étaient pas différentes
en ce qui avait trait au poids des graines pleines, au pourcentage de
graines vides, ou & la faculté germinative (tableau 4}. Toutefois, Crisp et
Grout {1984} ont constaté que ces graines, bien gu’impossibles a
distinguer & I’origine, perdaient rapidement leur viabilité par rapport a celles
produites par le pollen frais lorsque des graines des deux sources
polliniques étaient stockées. Ce phénoméne, s'il s'avérait général, aurait
des conséquences d'une portée considérable sur 'utilisation du polien
comme moyen de conservation geénétique. [l exigerait la culture,
immédiatement aprés la récolte, de semences produites a partir de pollen
conservé, ce gui pourrait étre peu réaliste, voire impossible.
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Chapitre IV
CONSERVATION EX SITU PAR CULTURE IN VITRO

INTRODUCTION

Il existe de nombreuses publications {Bajaj, 1986, Bonga et Durzan, 1987
a,b,c; Hanover et Keathley, 1988; Ahuja et &/, 1988; Kartha, 1985b,
Sharp et al., 1984 a, b; George et al., 1987, 1988, Evans et al., 1986;
Ammiratc et al., 1984, 1990; Von Arnort et Wallin, 1988; Borman et &/,
1991} sur les méthodes de culture de tissus végétaux et des sujets
connexes. Néanmoins, la documentation décrivant de facon détaillée
I'utilisation de méthodes de culture de tissus pour la préservation du
plasma germinatif est rare. De plus, nos connaissances actuelles sur la
régénération a partir de culture de tissus sont trés limitées dans le cas de
nombreuses espéces végétales n’'ayant pas d’importance économigue. Cela
limite la wvaleur de la culture de tissus en tant gue méthode de
conservation.

Il existe trois aspects importants de la préservation du plasma germinatif
3 l'aide de propagules produits par la culture de tissus :

1.. les méthodes de multiplication in vitro;

2. les problémes associés a la culture de tissus /n vitro, par exemple les
variations somaclonales et la maturation hitive de plantes produites a
partir de culture de tissus, qui peuvent avoir des effets profondément
négatifs sur la conservation du plasma germinatif; et

3. les technigues de conservation & long terme de matériel par culture de
tissus.

METHODES

La préservation du plasma germinatif par culture de tissus constitue une
meéthode de conservation de rechange appropriée dans le cas de plusieurs
vastes classes de plantes (Benson et Withers, 1988; Withers, 1980;
Scowcroft, 1984; Biondi, 1986; Withers, 1990a, b, c; Ford-Lloyd et
Jackson, 1991; Roca, 19889), entre autres :
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1. les espéces qui ne peuvent étre propagées que par multiplication
végétative, par exemple, le bananier, le maniog, la pomme de terre,
etc.;

2. les espéces ayant un long cycle vital et chez lesquelles la production de
graines est trés lente;

3. les espéces aux graines du type récalcitrant gui mourront si elles sont
desséchées (par ex., la plupart des espéces tropicales, la cacaoyer, le
manguier, le cocotier et I'avocatier);

4. les individus stériles possédant des particularités importantes. {par ex.
la récolte des embryons);

5. les propagules récoltées hors de la saison de dissémination des graines;

6. les espéces dont il faut enrayer les maladies pour en assurer la bonne
conservation et la multiplication ultérieure.

La culture in vitro peut étre définie comme la méthode par laguelle des
cellules, des tissus, des organes végétaux et n‘importe quelle partie d'une
plante sont cultivés en milieu artificiel et aseptique {Scowecroft, 1984)}. Les
tissus cultivés in vitro sont de deux sortes. Premiérement, les explants qui
conservent intact leur potentiel de déveioppement et ont une organisation
précise, comme les méristémes (extrémités des tiges et bourgeons
axillaires). Deuxiémement, les explants qui se différencient pour passer a
un état plus ou moins organisé, par exemple les embryons somatiques, les
embryons gamétogéniques, les bourgeons adventifs. Le processus de
différentiation peut étre complet ou incomplet, allant du cal inorganisé a la
formation d’un embryon. Les embryons somatiques ont été identifiés pour
la premiére fois en 1958 par Steward et a/. et Reinert dans des cellules de
carottes. On les appelle «somatiques» parce gu'ils sont produits par des
cellules somatiques et non par fusion gamétogénigue {Ammirato, 1989} et
«embryons» parce que leur structure est semblable & celle des embryons
zygotiques. Le procédé d'embryogenése somatique est également appelé
embryogenése adventive.

Les embryons gamétogénigues sont produits & partir de pollen immature
et d’ovules non fécondés et donnent naissance & des plantes haploides.
Les bourgeons adventifs sont produits par organogénése, processus au
cours duque! on provoque la production de nouveaux méristémes sur des
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tissus végétaux différenciés cultivés i vitro. Les différentes méthodes,
employées sont comparées au tableau 5. Les suspensions cellulaires et les
protoplastes proviennent souvent d'autres tissus cultivés /n vitro et servent
ades usages extrémement spécialisés comme la production de métabolites
secondaires {suspensions cellulaires) et des mutations géndtiques
{protoplastes). Les suspensions cellulaires peuvent servir & la
micropropagation. Les protoplastes, par aifleurs, sont d'un usage plus

difficile a cette fin & cause de leur fragilité et de la spécificité des
protocoles pour chague génotype.

On a élaboré différents types de méthodes de culture de tissus
convenant & différentes espéces. Néanmoins, certaines espéces sont
«réfractaires» a la culture de tissus, ce gui constitue un impoertant ohstacle
a l'utilisation de celle-ci pour la conservation du plasma germinatif. En
général, les méthodes de culture de tissus ont été élaborées principalernent
pour les dicotylédones, et au sein de ce groupe les solanacées et les
cruciféres comportent des espéces modeéles. Les monocotylédones sont
plus réfractaires & la culture des tissus, particuliérement les graminées,
mais on a procédé a des expériences importantes sur les palmacées et les
iridacées {par ex. Musa sp.). Dans le cas des gymnospermes, les travaux
ont surtout porté sur les coniféres du genre Pinus qui sont relativement
réfractaires a la culture de tissus. Mis & part le groupe des coniféres, on a
réussi & régénérer des cycas par embrycgenése somatique, mais il est
difficile d’obtenir de bon résultats avec les ginkgos. On n'a pas encore
expérimenté la culture de tissus sur des fougéres arborescentes.

La culture de tissus d’espéces d'arbres et d’arbustes dans un but de
conservation présente les avantages suivants {Engelmann, 1991):

- les taux de multiplication sont élevés et permettent la production
tapide du matérie! a préserver;

- les plantes sont cultivées en milieu aseptique dont sont absents
les microbes pathogenes;

elle ne nécessite qu'un espace relativement restreint;
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elle permet la production de plantes haploides;

: elle permet de récolter des embryons zygotiques qui
normalement avorteraient;

- elle permet la conservation d’espéces ayant des graines du type
récaicitrant et du pollen tricellutaire impossibles & préserver

autrement.

Mais elle présente également certains inconvénients. En plus des
problemes de résistance a la culture des tissus dont nous avons déja parié
ci-dessus :

il faut énormément de temps et de travail pour préparer et
conserver les lots qu’on veut utiliser pour la culture de tissus.

il est difficile d'échantillonner un nombre adéquat d'arbres

représentatifs en vue de leur conservation;

il faut établir les conditions de culture /n vitro {milieu de la
cuiture, paramétres environnementaux) pour chaque espéce
{parfois chaque génotype) a préserver;

il existe des problémes relatifs aux variations somaclonales et a
la maturation hitive des plantes régénérées {voir ci-dessous);

en général, on constate une perte du potentiel morphogénique au
fil du temps (Benson et Withers, 1988; Benson et Harding,
1991).

Les principaux problémes posés par la conservation du plasma germinatif
par culture de tissus sont [e caractére réfractaire, les variations
somaclonales et la maturation hitive des plantes ligneuses régénérées.
Nous allons maintenant aborder chacun d’eux.
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Comparaison des méthodes de culture in vitro existantes pour la

conservation du plasma germinatif des arbres et des arbrisseaux

Explants

Avantages

Inconvénients

Méristémes existants
{Bourgeons apicaux et
axillaires)

- Fréquence minimale des
variations somacionales

- Faciles a muitiplier

- Conformes au type de
matériel parental

- Indépendants du génotype
Présence d’un génome
complet

- Nécessite peu de travail

Possibiiité de maturation
hative

Problémes
d'enracinement chez
certaines espéces

Méristémes adventifs
{Organogen&se}

- Présence d'un génome
complet

- Conforme au type de
matériel parental

Plus grande fréquence de
variations somaclonales
Problémes
d‘enracinement chez
certaines espdces
Dépendant du génotype
Exige beaucoup de
travail

Embryons sematigues

- Variations somaclonales

Dépendant du génotype

{embryogenése peu fréquentes chez la Exige beaucoup de
adventive} plupart des espéces travail
- Bon développement des,
racines et du systéme
aérien
- Conforme au type du
tissu-mére
Embryons - Permet d'omettre le Génome haploide
gamétogéniques processus de fertilisation Dépendant du génotype
(Embryogenése - Ne nécessite que des Pas conforme au type;
adventive) organes males ou femelles résultats de la méiose,

rmais conforme au type
dans la méme lignée

Ne peut étre obtenu qu‘a
partir des gamates

Exige beaucoup de

travail

Essais limités & quelques |
espaces d’arbres et
d’'arbusies

Embryons zygotiques
{préleveés sur des
graines, non sur des
tissus en culture en
méme}

- Indépendant du génotype

- Aucun risque de
maturation hative

- Exige peu de travail

Il faut disposer de
semences

Pas conforme au type;
résultat du processus
sexuel
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Explants

Avantages

Inconvénients

Suspension cellulaire
[Embryogénique ou
organogénique}

Se référer & I'em

bryogenése ou

a I'organocgenése pour la régénération

- Possibilité de mise &
I‘échelle en utilisant la
technologie des
fermenteurs

- Fréquence accrue de
variations somaclonales

Protopiastes
{(Embryogéniques ou
organogéniques)

Se référer a 'embryogendse ou
a ['organogenése pour la régénération

- Permet la culture de
tissus i partir d'une
cellule unique

- Fréguence maximale de
variations somaclonales

- Il faut élaborer des
meéthodes pour chaque
génotype

- Exige énormément de
travail

ADN isolé

- Demande des guantités
infimes de matériel
végétal

- Reproduction exacte de
I"’ADN parental

- Peut &tre amplifié
artificiellement

- Exige peu de travail

- A partir de tissus moris
ou vivants

Impossible de régénérer
une plante compléte
Ne permet de conserver
que Finformation
génétique de I'arbre
parent

- En dernier recours.
seulement

- On ne pourrait transférer
que quelques génes en
mame temps dans un
génome hote different

VARIATIONS SOMACLONALES OBSERVES

DANS LES TISSUS EN CULTURE

L'expression «variation somaclonale» a été utilisée pour la premiére fois par
Larkin et Scowcroft {1881) pour désigner la variation génétique découverte
dans les «somaclones», des plantes régénérées a partir de n'importe quel
type de tissu cultivé /n vitro. On considére la variation somaclonale comme
le principal obstacle a l'utilisation de la culture de tissus végétaux pour la
propagation sur une grande échelle et la conservation du plasma germinatif.
Néanmoins, il se produit dans la nature méme des variations génétiques
(Walbot, 1985; Grton, 1984; Poethig, 1988), ce qui peut jouer un rale
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dans |'apparition de variations somaclonales. Par conséquent, les variations
génétigues naturelles doivent &tre prises en considération lorsqu’on évalue
dans quelle mesure une méthodologie de culture de tissus donnée permet
la conservation du plasma germinatif. Nous y reviendrons plus en détail a
la fin de cette partie.

De nombreuses communications ont été publiées sur les variations
somaclonales, ol l'on souligne qu’il s’agit d'un phénoméne trés répandu
dans le monde végétal. Il n’entre pas dans le cadre du présent texte d'en
faire un compte rendu exhaustif; toutefois, il est important de préciser
I'état des connaissances dans ce domaine et d’établir un rapport entre ce
phénoméne et [a conservation du plasma germinatif.

On observe souvent des variations dans la culture de tissus végétaux,
mais elles ne sont pas toutes de type somaclonal. Elle dotvent, pour I'étre,
posséder gquatre caractéristiques {De Klerk, 1990}). Premiérement, la
variation doit é&tre ftransmissible a la descendance par méiose.
Deuxigmement, elle doit &tre irréversible. Troisidmement, elle doit se
produire chez des végétaux régénérés et, quatriamement, la variation doit
&tre aléatoire. La variation somaclonale peut étre confondue avec les
changements épigénétiques, réversibles et prévisibles, que subissent des
plantes régénérées a partir de n'importe quel type de méristéme {adventif,
apical et axial} et qui sont dus a des mécanismes physiclogigues. Un bon
exemple de variation &pigénétique est I'accoutumance des tissus cultivés
in vitre {Binns, 1981). Les tissus ainsi accoutumeés sont capables de croitre
sans régulateurs de croissance et cette caractéristigue peut disparaitre
aprés la régénération de la tige.

Les variations somaclonales peuvent &tre associées au processus de
dédifférenciation des tissus végétaux cultivés /n vitre {Scowcroft, 1984;
Karp et Bright, 1985}. En général, les explants qui se dédifférencient et
subissent [e procédé d’embryogenése somatique ou organogénése pour
produire des méristémes adventifs donnent naissance a des végétaux chez
lesquels on observe de fréguentes variations somaclonales (Karp, 1989).
Les explants gui conservent leur potentiel de développement, comme les
extrémités des tiges et les bourgeons axillaires (méristémes apicaux et
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axiaux), donnent trés rarement naissance & des plantes présentant des
variations somaclonales. Les facteurs gui influent sur la fréquence des
variations somaclonales vont du stade de développement et du niveau de
ploidie de I'explant aux facteurs d’ordre physique qui ont un effet sur
'explant en culture ainsi que sur I'Age et le nombre de cycles de culture de
tissus (De Klerk, 1990; Karp et Bright, 1985; Orton, 1984, Larkin, 1987}.
Habituellement, les tissus auxquels on conserve une différentiation partielle
l[embryons somatiques} présenteront moins de variations gue les tissus
propagés sous forme de cals dédifférenciés. Ces facteurs sont résumeés au
tableau 6. La variabilité génétique est ordinairement plus fréguente et
davantage tolérée chez les individus polyploides que chez ceux gui sont
monopleides ou diploides. Néanmeins, on émet I'hypothése que la
reproduction de génes chez les polyploides amortit les déséquilibres causés
par les mutations génétiques, tandis que dans le cas des individus
menoploides, les effets des modifications négatives se manifestement
immédiatement. Le nombre de cycles de culture de tissus et la durée de la
culture provoguent souvent des variations somaclonales.

On s'est efforcé de définir les variations somaclonales a différents
niveaux (Orton, 1983; Larkin, 1987). A I'origine, on a enregistré les
changements phénotypiques, mais ces observations se sont avérées peu
fiables. D’autres outils, par exemple la cytologie, les marqueurs
biochimiques (isoenzymes), et, récemment, les polymorphismes de
longueur de fragments de restriction (PLFR) et I"ADN polymorphe amplifié
de facon aléatoire ont été utilisés pour I'étude des variations somaclonales.
Néanmoins, la plupart des données existantes sur les varnations
somaclonales concernent I'étude du ot chromosomique de cellules dans la
culture de tissus. Parmi les modifications observées au niveau des
chromosomes, on trouve |‘aneuploidie, la polyploidie, les aberrations
mitotiques, la perte de |’ ADN satellite, la translocation, la délétion, la fusion
centrigue, les inversions, le dédoublement, les cassures, et les
modifications interchromosomigues. Le principal probléme lors des analyses
des variations somaclonales, a résidé dans la nature des observations. Les
seules données concluantes sur le plan génétique sont celles obtenues par
les margueurs de PLFR et la cartographie {Orton, 1983), qui permettent de
deceler les mutations au niveau de I'’ADN. On en a observé des exemples
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dans les cas de désamplification et d’amplification des génes, de mutations
génétiques uniques, de mobilisation des élements transposables {Evans,
1989; Larkin, 1987}, et des remaniements de I'ADN mitochondrial (Evans,
1989}.

Une question importante est |'origine des variations somaclonales. On
croit qu’il s'agit soit d'une particularité intrinséque des cellules végétales..
soit d’une particularité créée lors de la culture de tissus {Orton, 1984). Ceci
est d’une importance primordiale pour évaluer la culture de tissus en tant
que méthode de conservation. Si les vanations somaclonales gui se
produisent lors de la culture de tissus ont leur équivalent dans la nature
elles ne représentent pas un si grand inconvénient pour la conservation.
Récemment, des conclusions en ce sens ont été publiées {Edwards ef a/.,
1990). Il existe dans la cellule de [a plante, gui subit une mitose un taux
d’erreur intrinséque qui est la source principale de la sélection naturelle.
Dans des conditions normales in vivo, le processus de différentiation est
extrémement strict et inhibe sévérement la survie des cellules anormales
tandis que dans des conditions /7 witro, cette inhibition est moindre et la
perpétuation des variations génétiques est plus fréquente. Dans les deux
cas, les variations génétiques dues au taux d’erreur sont cumulatives et
pourraient étre accentuées par la méthode de culture de tissus.

Ce phénomeéne est donc vraisemblablement & [‘origine un processus
naturel du développement des plantes (Walbot, 1985. Poethig, 1989). Les
plantes, contrairement aux animaux, ne peuvent se déplacer pour échapper
au stress que leur fait subir leur environnement. Des changements
physiologiques sont indispensables a leur survie. Une des caractéristigques
anatomiques importantes des plantes est le méristéme apical qui produit
continuellement de nouveaux organes et méristémes, dont des tissus du
systéme reproducteur, de telle fagon que chez la plupart des plantes, la
différenciation des gamétes se produit a la périphérie de la plante aprés une
forte croissance et un certain temps. Les mutations somatiques du
méristéme peuvent donc avoir une grande incidence sur les branches
ultérieurement formées ainsi que sur la descendance sexuée et asexuée.
Cela pourrait s’avérer un mécanisme important permettant d’assurer la
variabilité génétique nécessaire a la survie d’espéces végétales dans un
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environnement dynamique. Par exemple, la résistance 3 [insecte
Anoplognathus montanus dans certaines branches du méme EFucalyptus a
été identifiée comme une mutation somatique «provogquée» par un
accroissement de la pression sélective (Edwards et a/, 1990),
caractéristique qui peut étre transmise ala descendance. Un autre exemple
est la formation de mutations somatiques sur les bourgeons des arbres
fruitiers; certaines seront transmises a la descendance, tandis que d’autres
provogqueront la stérilité des fleurs stériles et ne pourront &tre transmises
naturellement {Walbot, 1985). Ce développement naturel en mosaique chez
les plantes prouve que les variations somatiques ne se limitent pas & la
culture des tissus in vitro. Cela contredit 'opinion selon laquelle les
mutations génétiques chez les plantes ne sont trés fréquentes que dans le

cas de tissus en culture.

Les variations somaclonales constituent un probléme pour la
multiplication de clones identiques a l'original d’une espéce. Par
conséquent, en choisissant des systémes de culture de tissus, on devrait
en tenir compte en s’efforgcant d’utiliser la méthode la moins susceptibie
de provoguer des mutations génétiques (voir tableau 6). Néanmoins, dans
le cas de la conservation du plasma germinatif, les variations somaclonales
pourront avoir une incidence moins importante, des mutations de ce genre
se produisant de facon aléatoire dans la nature. En outre, le processus de
régénération éliminera la plupart des mutations indésirables. On a
découvert gque nombre de mutations génétiques provoquées par des
variations somaclonales ont des effets néfastes sur la régénération /n vitro.
Ce processus peut donc permettre d’empécher de nombreuses mutations
indésirables (Wershun, 1989) sans perte de tissus, car seules les cellules
normales seront régénérées. Cela est également vrai dans le cas de la
gameétogeéneése, de la fertilisation et du développement des embryons.
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Tableau 6. Niveaux relatifs généralement acceptés de variation somaclonale
dans la culture in vitro de matériel végétal.

Méthodes de culture de tissus Niveau relatif de variation

BAS
Méristémes (apicaux + axillairesf

Masses embryogénigues
- embryons somatigues
- embryons gamétogéniques

Cal inorganisé ‘
- bourgeons adventifs

Suspensions celiulaires ‘

Protoplastes
ELEVE

SSS— .

En tenant compte de nos connaissances actuelles sur les variations
somaclonales dans [a culture de tissus, les lignes directrices suivantes ont
été proposées pour fimiter les conséquences de ce probléme (Karp, 1989};

- le tissu & partir duquel ont procéde 3 la culture devratt &tre choisi parmi
des génotypes stables et de préférence des espéces diploides. Il vaut
rmieux éviter les tissus spécialisés ou ceux qui sont vieux;

- la durée de la culture «active» devrait étre aussi courte que possible, et
on devrait préférer des systémes de régeénération causant le moins de
variations possible. {Par exemple, on a démontré que dans le cas de
Solanum tuberosum une croissance lente provoquait une plus forte
variation gue la cryopréservation (Harding, 1991);

- les composantes du milieu de culture de tissus qui risquent d’étre
mutagénes (par ex. ['acide 2,4-D) devraient étre évitées,
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MATURATION PRECOCE DES CULTURES IN VITRO

On observe souvent le phénoméne de maturation précoce chez les plantes
ligneuses produites a partir de cultures de tissus. La maturation précoce
retarde la croissance des arbres plantés et a pour conséquences une
diminution de leur taux de croissance, une diminution ou un arrét total de
I'enracinement, la floraison précoce, et le plagiotropisme (Pierik, 1980;
Bonga et von Aderkas, 1993). Ces caractéristiques indésirables sont
généralement associées a l'utilisation de tissus d’arbres mirs comme
explants; néanmoins, le phénomeéne a également été observé sur des
plantes produites & partir de matériel jeune (Bonga et /., in Hanover et
Keathley, 1988). On a avancé |'hypothése que la maturation précoce est
due & un systéme racinaire qui «réduit» ou «empéche» la production de
cytokinine.

Dans le cas des espéces d’arbres ou d’arbustes, il est essentiel que la
méthode de culture de tissus engendre un rajeunissement afin d’éviter les
problémes de maturation précoce. L'embryogenése somatique utilisée
comme méthode de culture de tissus a cet effet positif. Néanmoins, on n’a
pas encore réussi a appliquer I'embryogenése somatique a des tissus
provenant de coniféres matures. La culture de méristémes, bien gque
difficile, est une excellente technique de rajeunissement et a été utilisée
pour de nombreuses espéces ligneuses {Pierik, 1990}. Le développement
de méristémes adventifs /n witro a été utilisé comme procédé de
rajeunissement, mais le succés de cette méthode semble dépendre du
nombre de cycles de sub-culture toléré par le tissu cultivé /n vitro. Les
méristémes adventifs ont probablement une forte tendance a la maturation
précoce. |l est intéressant de noter que la technique de la microgreffe, qui
consiste & greffer un méristéme adulte sur de jeunes porte-greffes in vitro,
a été utilisée avec succés pour rajeunir des tissug mdrs et constitue une
autre voie possible pour la conservation in vitro d’arbres et d'arbustes a
partir de tissus mars {Misson et Giot-Wirgot, 1984; Tranvan et David,
1985: Monteuuis, 1986).

La maturation précoce est chez les plantes ligneuses un phenoméne
nuisible qui ne permet pas d'utiliser la culture de tissus comme méthode de
conservation. |l s’agit également d’un probléme difficile a résoudre, ce
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phénoméne se manifestant seulement une fois le cycle de culture de tissus-
termine,

METHODES DE CONSERVATION DE CULTURES IN VITRO

Une fois les tissus végétaux établis in vitro, il faut choisir une méthode
efficace pour les conserver a long terme. Bien qu’on puisse atteindre en
partie cet objectif en procédant réguliérement a des sub-cultures dans des
milieux de cuiture frais, il n‘est pas souhaitable de procéder ainsi pour la
conservation a long ou @ moyen terme du plasma germinatif & cause du
risque de contamination microbienne ou d'une panne de I'équipement, et
du travail et des colts gue cela représente. Les problémes dus aux
variations somaclonales et 4 une diminution de la faculté de morphogenese
sont également fréquents. |l existe deux méthodes qui atténuent ou
éliminent ces problémes, la croissance lente et la cryopréservation. On est
actuellement en train de mettre au point une autre méthode, la préparation
de semences artificielles, qui pourrait étre jumeiée a la conservation du
plasma germinatif pour certains emplois spécifiques.

On entend par méthodes de croissance lente toutes les méthodes de
culture de tissus qui ont pour but de réduire le taux de croissance des
tissus végétaux in vitro (Withers, 1890a, b, 19921, 1989; Engelmann,
1990, 1991}, On reléve également dans la littérature des termes comme
limitation de la croissance, inhibition de la croissance et croissance
minimale. Le but de cette méthode est d’obtenir la plus longue période de
sous-culture sans effets néfastes pour les tissus végétaux {Engelmann,
1890; Withers, 1991}. Pour v parvenir, on peut utiliser une ou toutes les
techniques suivantes (Withers, 1820a, b, ¢, 1991, Engelmann, 1981) :

- réduire la température;
- ajouter des inhibiteurs de croissance;
réduire la concentration d'0y;

- réduire I'intensité de la lumiére;
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- diminuer les éléments nutritifs contenus dans les milieux dans lesquels
le tissu est cultive;

choisir des explants de petite taille;
- utiliser un petit récipient pour la culture de tissus;
- ajouter des produits chimiques ayant des propriétés osmotigues.

Méme si la croissance lente est une technique largement utilisée
{Engelmann, 1290; Roca, 1989), certaines techniques comme {a réduction
de la température ne peuvent étre utilisés de maniére aussi efficace ni aussi
radicale avec des espéces tropicales, parce que celles-ci sont habituées 2
des températures plus élevées {(Withers, 1991}, De plus, cette méthode ne
résout pas les autres problémes associés a la culture de tissus, entre autres
les variations somaclonales. Il existe eégalement un risque de pression
sélective non désirée, en raison du stress causé par cette méthode, ce qui

modifie la quantité d’alléles dans les tissus conservés.

La cryopréservation est peut-&tre la methode la plus appropriée pour le
stockage & long terme des cultures de tissus des plantes. Pour une
description exhaustive des techniques de cryopréservation, le lecteur
devrait consulter Kartha {1985b}. De plus, méme si Sakai (Sakai, 1984,
1986} a procédé a de nombreuses expériences de cryopréservation sur des
explants prélevés sur des plantes ligneuses, il n“en sera pas question ici,
car il ne s"agit pas véritablement de culture de tissus. En théorie, les tissus
végétaux peuvent étre stockés indéfiniment lorsqu’ils sont cryopréserves;
toutefois, dans le cas des cellules animales, on a évalué que les radiations
naturelles leurs causeraient des dommages irréversibles aprés 10 OCO ans
(Ashwood-Smith et Friedman, 1979).

La cryopréservation des tissus végétaux comparte plusieurs étapes qu’il
faut optimiser pour chaque type de tissu {(Engelmann, 1991; Karthe,
1985a) :
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1. Chaix du matériel végétal
De préférence du matériel jeune a croissance rapide plus résistant au
gel parce que de plus petite taille, possédant moins de vacuoles ou des
vacuoles plus petites, et un cytoplasme dense.

2. Prétraitement
Deashydratation des tissus et protection des membranes cellulaires. La
méthode de prétraitement varie en fonction de I'espéce végétale et du
systéme de culture de tissus.

3. Congélation

Nécessaire pour empécher les dommages que pourrait causer la
formation de glace. Lorsqu’on les refroidit lentement, les cellules
perdent de I'eau pour équilibrer I’'augmentation de la concentration de
corps dissous hors de la cellule produite par ia formation de glace
extracellulaire. La congélation rapide jusqu’a des températures
cryogénigues ne produit gue de I'eau résiduelle et ne provogue que
d'infimes dommages dus & la formation interne de glace. Des
cryoprotecteurs comme le DMSO et le sorbitol sont utilisés pour
protéger la cellule en abaissant la température de congélation et en
modifiant le mode de cristallisation de la glace. On peut également avoir
recours au refroidissement rapide, gqui permet la formation de glace
microscopique sans recristallisation. Toutefois, ce procédé s’est avéré
moins efficace (Sakai et a/., 1978, Kartha et a/., 1980).

4. Conservation
La méthode de conservation n'est pas elle-méme fondamentale a
condition gue la température de conservation soit inférieure & -140°C,
niveau auquel il v a arrét complet du métabolisme.

5. Décongélation
Ii faut procéder de maniére a ce gqu’aucun dommage ne soit causé 4 la
cellule par formation de cristaux de glace intracellulaires.
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6. Traitement postérieur
Ce procédé a pour but de diluer les effets toxigues des cryoprotecteurs
et d'amoindrir le choc osmotigue.

On a récemment mis au point un procédé de cryopréservation simplifié
qui n'exige pas l'utilisation d'un congélateur programmable sophistiqué
{Lecouteux et al, 1991). On procéde de la fagon suivante : 1) on traite
préalablement les embryons somatiques avec du saccharose en guise de
cryoprotecteur, 2) on les congéle dans un congélateur domestique a une
ternpérature de -20°C pendant 24 heures; et 3} on les immerge dans de
I'azote liquide. Cette méthode a produit un taux élevé de survie (80%) et
pourrait constituer une solution au probléme de la pénurie d‘équipement
colteux dans les laboratoires.

Habituellement, la cryopréservation des tissus végétaux est plus facile
dans le cas de cultures de cellules inorganisées et plus difficile dans celui
de structures hautement organisées (Kartha, 1985a}. Lles tissus dont
'organisation structurelle est élaborée sont constitués de populations de
cellules hétérogénes qui réagissent tout différemment au procédé. Par
exemple, il est difficile de cryopréserver les méristémes, et I'on constate
souvent gu'il en résulte des dommages & leur structure {Withers, 1990).
Par ailleurs, on a réussi & cryopréserver des embryons zygotiques et
somatigues ainsi que des tissus produits par embryogenése somatique
{Pence, 1990; Engelmann, 1990, 1991; Klimaszewska eta/l., 1992}. C'est
au niveau organisationnel gue résident les problémes dans le cas des
embryons. Ils ne doivent subir aucun dommage qui mettrait en péril le
retour 3 la normale de toute la structure, et il faut protéger les cellules
régénératrices pour assurer 1a reprise de leur croissance aprés congélation.

On peut avoir recours, pour les structures organisées, a une variante de
la cryopréservation, c’est-a-dire la vitrification. Cette technique consiste a
refroidir les tissus extrémement rapidement a un rythme de -30°C a -80°C
par seconde (atteignant ainsi la température finale de -196°C presque
immédiatement, en quelques secondes au maximum)}. On utilise une
solution & haute teneur en cryoprotecteurs, tels que le DMSO, e glycérol
et I'éthyléneglycol {Towill, 19920; Sakai et a/., 1220; Langis et Steponkus,
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1990; Langis et al., 1989; Uragami et a/.,, 1989). On réchauffe les tissus
tout aussi rapidement pour feur permettre de reprendre leur croissance. Ce
procédé ne provoque pas la formation de glace, mais plutét de verre &
I'intérieur des cellules, ce qui évite les dommages intracellulaires. Cette
technigque n’est pas encore au peint, mais pourrait s’avérer une solution
viable pour la préservation de structures organisées comme les explants
de méristémes et les plantules issues d’embryons somatiques.

Un des problémes importants pesés par la cryopréservation des tissus
végétaux est I'arrét soudain de l'activité métabolique & tous les niveaux.
Cela a pour résultat d’interrompre la division cellulaire et la reproduction de
I’ADN avant qu’elles ne soient terminées, ce qui peut avoir des
conséquences néfastes au niveau celiulaire et pourrait provoquer des
mutations genotypiques {DeVerno et af., 1992},

La production de semences artificielles est une méthode de conservation
du plasma germinatif qui semble prometteuse. Les techniques ne sont pas
encore au point, mais elles pourraient éventuellement jouer un role dans
des programmes globaux de conservation. Un des prérequis a l'utilisation
de cette méthode est fa possibilité de provoquer I'embryogenése somatique
chez les espéces choisies. En conséquence, elle s’inspire d'autres
techniques de culture de tissus. La majeure partie des travaux dans ce
domaine ont été effectués avec des espéces comme la carotte, la laitue,
le céleri et la luzerne (Redenbaugh, 1990, Redenbaugh et Ruzin, 1989;
Redenbaugh et a/., 1987, 1988). L'objectif était de reproduire la graine
naturelle, gui consiste en un embryon zygotique entouré d’enveloppes
protectrices et nutritives. Lors des premiers essais, on a recouvert les
embryons somatiques d’un hydrogel. Ce type d’enduit empéche les
embryons de se dessécher et peut leur fournir des éléments nutritifs et des
substances protectrices. Cette technigue peut &tre utilisée avec des
semences du type tant orthodoxe que récalcitrant. REcemment, on a réussi
3 cryopréserver des graines artificielles de carottes {(Dereuddre et al.,
1992}, Ces expériences ouvrent la voie & l'intégration de cette technique
aux autres stratégies de conservation.
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Une variante consiste 4 dessécher des embryons somatiques qu’on enduif
ensuite d'une couche protectrice d’une substance contenant des éléments
nutritifs et des agents protecteurs. Cette variante pourrait étre utilisée &
des fins de conservation du plasma germinatif, mais seulement dans le cas
de semences de type orthodoxe dont les embrycns peuvent étre séchés
sans dommage. Des expériences avec de la luzerne ont démantré que des
embryons séchés pouvaient survivre a long terme (McKersie et al., 1989).
De plus, des méristémes apicaux contenus dans des capsules peuvent étre
cryopréservés et servir ala conservation du plasma germinatif {Fucalyptus;
Poissonnier et al., 1992).

En résumé, la technologie des semences artificielles a le potentiel
nécessaire pour permettre la conservation du ptasma germinatif, mais doit
étre développée pour pouvoir &tre appliquée a un plus vaste éventail
d'espéces. Le tableau 7 compare les différentes méthodes de conservation.
A partir de ces comparaisons, on peut conciure que la méthode de
conservation de tissus veégétaux la plus prometteuse actuellement est la

cryopréservation.

CONSERVATION DE L’ADN

Peu de chercheurs ont décrit I'utilisation de I"'ADN comme dernier recours
pour la conservation du plasma germinatif des plantes. L'ADN est le
support de tout le matériel génétique d'une plante, et, a l'aide des
technigues de séguencage des génes, cette information peut étre décodée
et emmagasinée. Les génes eux-mémes peuvent également &tre stockés
comme I"ADN et servir a la conservation du plasma germinatif. Cette
option doit é&tre sérieusement envisagée lorsqu’il n'existe aucune autre
possibilité. De plus, cette méthode est actuellement utilisée en Australie
{(Mattich et al., 1992} et aux E.-U. (Giannasi, 1992). Nous invitons le
lecteur & consulter les comptes rendus de Peacock (1989}, Ford-Lioyd et
Jackson {1991}, et Adams et Adams {1922).

Les facteurs gui rendent possible ['utilisation de I"ADN pour la
préservation du plasma germinatif sont la quantité de matériel nécessaire
et la possibilité de réintroduire I'ADN par des méthodes de modification
génétique dans des génotypes ou des espéces apparentés de la plante
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Comparaison des méthodes de conservation par culture in vitro.

Méthode

Avantages

Inconvénients

Sub-culture

- Tissu prét a étre
multiplié
Tous genres de
tissus

Méethode 3 court terme (1 semaine &
2 mois}

Exige beaucoup de travail

Exige de I'espace

Fréquenca élevée de variations |
somactonales

Risque important de pertes dues &
une erreur humaine {par ex.
contamination)

Diminution de la faculté
morphogénique

== — —F5 =20

Croissance lente

- Tissus préts a étre
multipliés
Tous types de tissus

Méthode & court et & moven termes
(2 mois a 2 ans)

Variations somacionales

Risque de pertes dues 4 une erreur
humaine

Méthodologie différant selon les
espéces

Diminution de la faculté
morphogénique {moins probable
qu'avec la sous-culture}

Cryopréservation

- Espace minimum
requis

Approche a long
terme (durée en
théorie infinie)

Le tissu est en état
d'arrét meétabolique:
faibles variations
somaclonales
{Harding, 1991)

i

Mécessita un éguipement complexe
{sauf si on a recours au procédé
simplifié)

I faut faire redémarrer la croissance
des tissus avant de les multiplier
Pas trés élaborée pour les tissus
organisés i
Cette méthodologie doit &tre
élaborée au cas par cas pour chaqué
espéce

Le tissu est dans un
état latent, faibles
variations
somaclonales
Minimum d’espacé
reguis

Vitrification - Les mémes que dans | - Nécessite un éguipement complexe
le cas de la - Il faut faire redémarrer la craissance
cryopréservation; des tissus avant de les multiplier
plus adaptée aux - Cette méthodologie doit étre
tissus organisés élaborée au cas par cas pour chaque

Bspece

Semences - Les propagules sont | - Méthodologie en cours d’élaboration

artificielles prétes a étre semées | - Ne peut étre utilisée avec tous les

types de matériel de culture de
tissus {structure du genre embryon),
ou de méristémes

On ne capnait pas la période

de stockage possible
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originelle. Etant donné le progrés de la biologie moléculaire, comme les
réactions en chaine de la polymérase jumelées au clonage des génes, il est
possible de n’utiliser que des quantités infimes de tissus pour produire un
éventail exhaustif de tous les ADN du génome d'une plante {White et al.,
1989}, En outre, ' ADN peut étre isolé des tissus morts, permettant ['accés
4 de Vinformation qui serait perdue si on n‘utilisait que des tissus vivants
{Pyle et Adams, 1989; Rollo et a/, 1991; Padbo et af, 1988). Cette
faculté d’isoler 'ADN en petites quantités peut étre associée a des
méthodes de modification génétigue plus puissantes gu’il est possible de
répéter. Jusqu’'a maintenant, plus de 40 espéces de plantes différentes ont
été modifiées génétiguement & I'aide d’ADN étranger (Charest et Michel,
1992), et ce nombre augmente constamment. |l serait possible, dans
I’avenir, de mettre au point des technigues permettant I'introduction de
chromosomes entiers. Ce n'est pas la méme chose que de transférer un
génome au complet, mais cela permettrait de conserver certains des génes
qui seraient autrement perdus,
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Chapitre V
CONCLUSION

Le présent rapport veut faire ressortir la nécessité d'intégrer des approches
ex situ et in situ dans {"élaboration d’un programme global de conservation
de la diversité génétique et d’examiner les avantages de i'éventail de
méthodes disponibles, comme le montre le tableau 8. Sielles sont utilisées
judicieusement, les méthodes étudiées devraient contribuer de fagon
significative a la conservation de ressources génétiques précieuses des
plantes ligneuses vivaces.

L’élaboration de techniques de mise en culture et de cryopréservation
pour les semences du type récalcitrant, le perfectionnement de la cuiture
de tissus /7 vitro et conservation de semences artificielles, qui comportent
tous une étape de séchage des graines pour que leur teneur en eau soit
comparable a celle des semences du type orthodoxe séchées en vue de
leur stockage, sont nécessaires pour améliorer ces méthodes afin de
répondre aux besoins en matiére de conservation & moyen et a long
termes. Les recherches sur la cuiture de tissus devraient &tre etendues a
'élaboration de protocoles fondamentaux pour la propagation d’un éventail
d’espéces non commerciales €t centréas sur la mise au peoint de méthodes
de préservation peu colteuses,

Lorsquon évalue I'efficacité et les limites des méthodes ex situ
actuellement disponibles pour fa conservation génétique d'espéces
hgneuses vivaces, il devient évident que, dans |'état actuel des
connaissances, conservation de pollen, conservation de semences du type
récalcitrant et la culture /in vitro ne sont viables gue comme mesure a court
terme. La seule méthode de conservation ex s/t 8 moyen terme pouvant
&tre actuellement utilisée sur une grande échelle en exploitation forestiére
est la conservation de semences du type orthodoxe. Celles-ci peuvent
généralement &tre également conservées a long terme, au moyen de la
cryopréservation. Dans tous ces cas, cependant, les problémes liés 3 la
régénération des lots de semences mentionnés plus haut ne doivent pas
&tre négligés. Le stockage peut ne pas étre en soi le probléme le plus
difficile dans les stratégies de conservation ex s/tu a long terme.
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Comparaison des méthodes de conservation in situ et ex situ

Stratégie de
Ceonservation

Avantages.

Désavantages/Difficultés

I situ - Préserve les ressources - L’espace nécessaire;
Aires génétiques dans leur habitat - Les ressources sont sujettes 3
protégées et naturel, maintient les disparaftre par accident ou &
zones a interactions avec d’autres cause d’insectes nuisibles ou de
ressources espaces et organismes; maladies;
gérées - La conservation de la variété - Un réseau de zones de
intraspécifique peut étre conservation séparées les unes
combinée a divers degrés avec des autres est nécessaire pour
la conservation de la variété tenir compte de la variation des
interspécifique; espéces cibles selon la
- Applicable aux espéces ayant provenance {clinale,
des semences de types géagraphique);
orthodoxe et récalcitrant, et 8 | - On a besoin de renseignements
des espéces se multipliant sur la sylviculture, et des
végétativement. interventions des gestionnaires
sont nécessaires pour répondre
3 des objectifs donnés en
matiére de conservation.
Ex situ - Les propagules sont facilement | - Ne s'applique pas aux espéces
Banques de utilisables; ayant des semences da type
semences - Travail minimal; nécessite peu récalcitrant ni aux espéces se
d’espace {petites graines); multipliant végétativement;
- La variation liée 3 la - L’espace nécessaire (graines
provenance (clinale, volumineuses);
géographique) peut étre - Ne conserve pas les espéces
conservés pourvu que associées de I'écosystéme;
|“éventail d'espéces soit - La régénération réguliere des
adéquatement échantillonné. lots de semences présente des
prablemes parfois
insurmoentables.
Ex situ - Nécessite trés peu d’espace; - Seule la moitié du génome est
Banques de - Applicable aux espaces aux conservée;
pollen semences de types récalcitrant | - Le stockage du pollen

et orthodoxe;

La variation liée a la
provenance [clinale,
géographigue) et la variation
interspécifique et
intraspécifique peuvent &tre
conservées pourvu que
I"éventail d'espéces soit
adéquatement échantillonné.

]

tricellulaire est extrémement:
difficile;

- Nécessité de fleurs males pour
la prolongation conventionnelle;

- Les propagules ne sont pas
faciles 3 obtenir;

- Les espéces assaciées ne sont
pas conservées.
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Stratégie de Avantages Désavantages/Difficultés
Conservation

Ex situ - Nécessite trés peu d'espace; - Problémes d'échantillonnage
Banques de - L'érosion génétique est réduite pour un arbre donné et

culture de tissus
{voir tableau 5,
p. 54-55,

pour plus de
renseignements)

si ['on se sert de méthoedes

telles que la cryopréservation;
- Applicable aux espéces aux
semences de types récalcitrant
et orthodoxe et aux espéces
qui se multiplient
végétativement;
La variation liée & la
provenance (clinale,
géographigue) et la variation
interspécifique et
intraspécifique peuvent étre
conservées pourvu que
I'éventail d’espéces soit
adequatement échantillonné;
Conservation aseptique
{minimise les risques de
maladies);
Le temps nécessaire pour
produire des propagules est
réduit.

+

d'échantillonnage d’un nombre
adéquat d"arbres représentatifs;

- Les procédés sant particuliers
aux espéces, et parfois aux
génotypes;

- Problémes de variatian
somaclonale et de maturation
héative;

- Les espéces associées ne sont
pas conservées.

Ex situ
Banques d’ADN

Nécessite trés peu d’espace,
de grands nombres
d‘échantillons peuvent étre
manipulés;

Applicable aux espéces en
voie d’extinction {ou déja
disparues);

Applicable a toutes sartes de
plantes.

.

- Pour le moment, il est impossible
d'introduire un génome entier
dans un autre arganisme
vivant/une autre planie;

- N’'est pas en so0i une méthode
pratique de conservation du
plasma germinatif;

- Dernier recours.

Ex situ
Banques de
semis,
peuplements de
conservation ex
situ

Applicable aux espéces ayant
des semences de types
récalcitrant et orthodoxe;

La variation liée & la
provenance (clinale,
géographigue) et la variation
interspécifique et
intraspécifique peuvent étre
conservées pourvu que
"éventail d’espéces sait
adéquatement échantillonné.

- Espace nécessaire;

- Nécessite une isolation spatiale
paur conserver l'identité selon la
provenance;

- Les espéces associées ne sont
pas conserveées;

- N'est généralement pas la
meilleure solution pour les
espéces aux semences du type
orthodoxe, ou paur celles sans
valeur socio- économique réetle,
pour des considératicns
economiques.
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TABLEAU 8 suite

Stratégie de
Conservation

Avantages

Désavantages/Difficultés

Ex situ
Arboretums

- Applicable aux espéces ayant
des semences de types
récalcitrant et orthodoxe et
aux espéces qui se multiplient
végétativement;

- La variation liée a la

- L'espace nécessaire;

- Les ressources sont sujettes a
disparaltre par accident ou 3
cause d’insectes nuisibles ou de
maladies;

- Les espéces associées ne sont

provenance [clinale,
géographique) et la variation
interspécifique et
intraspécifique peuvent étre
conservées pourvu gue
|"éventail d’espéces soit
adégquatement échantillonnég;
- Méthode utile pour les
phénoctypes/ génotypes
uniques {par ex. les mutants,
variants, arbres stériles),

pas conservées;

- Ne convient pas a la
conservation de la variation liée a
la provenance [clinale,
géographiquel;

- Exige un nombre minimum
d'individus pour conserver ia
variation intraspécifique, par
oppositicn a la variation
interspecifique qui est
généralement I'objet des
arboretums.

Les recherches futures devraient porter sur les domaines suivants -

1. L'élaboration de protocoles adéquats paour le tri et I'identification précise des
espéces a semences du type véritablement récalcitrant. Pour cela, nous
devrions examiner maintenant les taux de dessiccation par rapport aux taux
subséquents de germination, accordant une attention particuliére aux
techniques de dessiccation ne comportant pas l'utilisation d’air chauffé.

2. Siles semences ne peuvent &tre séchées sans dommage, leur tolerance a la
cryopréservation devrait &tre examinée. Ce procédé comportera I'évaluation
des gradients de température des tissus dans le temps et dans I'espace, de
la pénétration des cryoprotecteurs, de la possibilité d’utiliser des embryons
excisés, et de la praticabilité des technigues de lyophilisation.

3. Pour améliorer l'efficacité de la cryopréservation, les effets de la

température de conservation cryogénique et de la teneur en eau des

semences sur la dormance provoquée devraient étre étudiés.
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Il faudrait examiner ia teneur en eau optimale pour le stockage du polien, le
mode de dessiccation et de réhydratation, a température et I'atmosphére de-
stockage ainsi que la nécessité d'utiliser un cryoprotecteur, et le type du
cryoprotecteur & utiliser.

Des améliorations devraient étre apportées aux méthodes de stockage
conventionnelles pour les semences du type récalcitrant a des températures
ambiantes ou sous-ambiantes; on devrait notamment élaborer des moyens
de contréler les attagues microhiennes, inhiber la germination avec des
produits chimigues et évaluer les besoins en oxygeéne.

Compte tenu du cofit élevé de I'exploitation de banques de semences
réfrigérées {un probléme qui concerne particuliérement les pays en voie de
développement), il est urgent de mettre au point des méthodes de stockage
de sernences ultra séches a des températures ambiantes ou sous-ambiantes.
Il y aurait lieu d'envisager le recours & d'autres stratégies pour Ia
conservation de semences du type récalcitrant, par exemple le
développement des banques de semis, des peuplements de conservation ex
situ et des vergers & graines.

Des méthodes de culture de tissus devraient &tre mises au point pour des
espéces non commerciales. Il faudrait également déterminer les facteurs
critiques liés au succeés de la culture de tissus afin de permettre le transfert
des technigues d'une espéce a I'autre.

Il devrait y avoir des procédés peu coliteux de culture de tissus pour les
essences d’arbres qui conviennent & la conservation & long terme.
L'exploration de processus naturels, par exemple la dessiccation de
I'embryon zygotique au cours de la maturation des semences et sa
reproduction in vitro, pourrait ouvrir la voie & des possibilités de conservation
peu colteux des semences artificielles.
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