
La méthode la plus.couramment utili
sée pour conserver les ressources 
génétiques végétales est le stockage 
des semences. De très nombreuses 

espèces, y compris la plupart des espèces 
cultivées ou apparentées aux espèces culti
vées, produisent en effet des semences qui 
peuvent être déshydratées jusqu ' à des 
teneurs en eau réduites et stockées à basse 
rem pérature. Leur longévité augmente 
dans ces conditions de conservation. Les 
semences ayant de ce lles propriétés sont 
appelées orthodoxes [l]. 
Cependant , plusieurs catégories de 
plantes présentent des problèmes pour la 
conservation de leurs semences. Toue 
d'abord, un nombre important d 'espèces, 
principalement tropicales ou sub-cropi
cales, celles que le cocotier, le cacaoyer, 
ainsi que de nombreux ligneux tropicaux 
ont des semences qui ne subissent pas de 
déshydratation au cours de leur matura
tion et sont disséminées avec une teneur 
en eau relativement élevée [2] . Ces 
semences ne supportent pas une déshy
dratation, même limitée, et sont souvent 
sensibles au froid. Appelées récalcitrantes 
[l], elles doivent être conservées dans des 
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conditions de température et d'humidité 
relativement élevées et, même lorsqu'elles 
sont stockées dans les conditions opti
males , leur longévité est limitée à 
quelques semaines ou quelques mois. Les 
semences d ' une troisième catégorie de 
plantes sont dites intermédiaires [3]. Ces 
semences peuvent être déshydratées 
jusqu'à des teneurs en eau relativement 
réduites, mais elles so nt sensib les aux 
basses températures. Par comparaison 
avec des semences récalci cran ces , leur 
durée de stockage peut être prolongée, 
mais il est impossible d 'obtenir une 
conservation à long terme, comme avec 
les semences orthodoxes. Cerce catégorie 
de semences inclue des plantes d' intérêt 
économique telles que le caféier et le pal
mier à huile [3 , 4). 
Certaines plantes celles que les bananiers 
fruits er les plantains ne produisent pas 
de semences. D'autres plantes, celles que 
de nombreux fruitiers, la pomme de 
terre, l'igname, le manioc, la patate 
douce ou la canne à sucre ont à la fois 
des génotypes stériles et d'autres qui pro
duisen c d es semences orthodoxes. 
Cependant, ces semences correspondent 
généralement à des génotypes forcement 
hétérozygotes et sont donc d'un intérêt 
limité pour la conservation de génotypes 
particuliers. Tou ces ces espèces sont ainsi 
eropagées végécacivemenr. 
A l'heure actuelle, la méthode classique
ment utilisée pour conserver les res
sources génétiques de ces espèces esr la 
conservation en champ de plantes 
entières. Ce mode de conservation pose 
cependant des problèmes importants [5]. 
Les collections resrenr exposées aux aléas 
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climatiques, aux attaques des pathogènes 
et ravageurs et, de plus, les coûts en 
main-d'œuvre sont rrès élevés . Enfin, la 
distribution et l'échange de matériel à 
partir des collections en champ sont dif
ficiles, du fait de la nature végétative du 
matériel et des risques inhérents de 
transfert de maladies. 
Jusqu'à présent, la plupart des activités 
de conservation des ressources génétiques 
se sont concentrées sur les plantes culti
vées et les espèces apparentées. Cepen
dant, la conservation des espèces rares et 
menacées est aujourd 'hui devenue 
d 'actualité. 
Enfin, le développement des biotechno
logies a conduit à la production d'une 
nouvelle catégorie de ressources géné
riques, qui inclue des clones obtenus à 
partir de génotypes élites, des lignées cel
lulaires ayant des caractéristiques particu
lières et du matériel transgénique [6]. 
Ces nouvelles ressources one souvent une 
très haute valeur ajourée et sont difficiles 
et onéreuses à produire. Le développe
ment de techniques performances per
mettant d 'assurer leur conservation en 
route sécurité est donc d ' une grande 
importance. 
La cryoconservation, c'est-à-dire le stoc
kage de matériel biologique à une tem
pérature ultra-basse, généralement celle 
de l'azote liquide (- 196 °C), est la seule 
technique disponible à l'heure actuelle 
qui permette d'assurer la conservation à 
long terme, en toute sécurité et à coût 
réduit, de ces différentes ressources géné
tiques. 
Dans cet article, nous présentons les dif
férentes techniques de cryoconservation 



dispo11ibl es po ur les ti ssus er o rganes 
végé taux, a in s i que leur a ppli ca tion 
actuelle, et nous discuco11s le futur de 
l'utili sation de la CLyoconservation da11s 
le cadre de la conservation des ressources 
génétiques végétales. 

Principes 
de la cryoconservation 
Certains organes végétaux, tels que les 
semences o rth odoxes er les bourgeo ns 
dormants résistants au froid , contiennent 
des quantités d 'eau très faibles et peu
vent ainsi êu e congelés directement, sans 
tra itement préalable. Cependant, la plu
part des systèmes employés en cryocon
se rvati on (s uspensions cellul aires, cals, 
apex, embty ons) sont culti vés in vitro et 
conti ennent des quantités d 'eau très éle
vées. C'est également le cas des semences 
non orthodoxes et de leurs embryons 
zygotiques. Pour cous ces types de maté
ri e l qui ne so nt pas intrin sèquem ent 
to léran ts à la congélati on , les cellules 
doivent être déshydratées art ifi ciellement 
pour les protéger des dommages causés 
par la cristallisati on de l'eau intracellulai
re [7]. On peut distinguer deux types de 
techniques en fo nction des méca11ismes 
physiques sur lesquels elles reposent : les 
techniques class iques et les no uvell es 
techniques de cryoconservation [8]. Les 
techniques class iques compren11ent une 
déshydratation induire par la congélation 
visant à réduire le nombre et la rai lle des 
cristaux de glace intracellulaire, al ors que 
les nouvelJ es techniques sont fondées sur 
la vitrifi ca ti on , qui peu t être défini e 
comme la transition de l'eau directement 
de la phase liquide en une phase vitreuse 
amorphe, évitant ainsi la formation de 
glace cristalline dans les cellules [9] . 
Les techniques classiques de cryoconser
vati on co rn prennent un refroidissement 
lem jusqu'à u11e température de pré
refroidi ssement défini e, suivi par une 
immersion directe dans l'azote liquide. 
Avec l'abaissement de la température au 
cours du refroidissemem lent, les cellules 
et le milieu externe sont d'abord en sur
fusion , puis le milieu externe prend en 
glace le premier [7] . La memb rane cellu
laire agir a.lo rs comme une barrière phy
sique et empêche la cristalli sa tion du 
milieu interne; les cellules restent ainsi 
en surfusio 11. Leur press ion de vapeur 
aqueuse es t plus élevée que cell e du 
compartiment externe, ce qui induit un 

flux d 'eau imracellulaire vers le compar
timent exrracellulaire et ainsi la concen
tration des solutés intracellulai res. L'eau 
intrace llulaire qui so re des cellules es t 
immédiatement co11verrie en glace dans 
le compartiment extra.cellulaire, ce qui 
accélère le phénom ène. En conditions 
optimales, la majeure partie ou la totali
té de l'eau intracellulaire crisrallisa.ble est 
extra ire des cellules, ce qui réduit ou 
supprime la form ation dommageable de 
glace intracellulaire lors de l' immersion 
des échantillons dans l'azo te liquid e. 
C ependant , une déshydrata tion trop 
intense peur induire différents do m
m ages li és à l ' au g m entation d e la 
concentration des sels imracellulaires et 
à des changements dans la conformation 
d e la m embra ne ce llul a ire [7 ]. Le 
réchauffemem doit être aussi rapide que 
poss ible pour év iter le phénomène de 
recristallisation , au cours duquel les cris
ta ux de glace form és pendant le refro i
dissement fusionn ent pour donner des 
cristaux de raille plus imporrame, rher
modynamiquemem plus favorable, mais 
éga le me nt plus domm agea bl e pour 
l' imégriré cellulai re [7]. 
D ans les nouvelles techniques de cryo
conservation, fo ndées sur la vitrifi cation , 
la déshydrata tion cellulaire es t réalisée 
ava nt la con gé lati on en ex posant les 
échantillons à des solutions cryo procec
rri ces extrêmement concentrées et/ou en 
les soumettant à une dessiccation phy
sique, ce qui a pour effet d 'extrai re l'eau 
crisrallisable des cellules. Les échantillons 
sont ensui te refroidis rapidement. La for
mation de glace intracellulaire esr ainsi 
évitée. D es transirions viueuses (change
ments dans la confo rmation structurale 
du verre) ont été enregistrées au cours de 
la congélation de différents matéri els 
végé taux en utili sant la technique de 
microcalorirnétrie différentielle à balaya
ge [10-13]. 

Protocoles 
de cryoconservation 
Pour chaque nouveau matéri el à ccyo
conserver, les conditions de chacune des 
étapes successives du protoco le doivem 
être optimisées. Un protocole de cryo
conservation comprend les étapes sui
vantes : sélectio n du matéri el végétal , 
préculture, traitement cryopro tecteut, 
congéla.rion, réchauffemem et post- traice
ment. 
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Protocoles classiques 

Au cours d'un protocole classique de 
cryoconservation, les échantillons subis
sent d 'abord une préculture de quelques 
heures ou jours en présence d 'osmoti
cums tels que le mannitol ou le sorbitol 
pour provoquer une légè re déshydrata
tion [1 4]. Ils sont ensuite soumis à un 
rraicemenc ccyoprocecceur avec des sub
stances variées (sucres, polyols, diméthyl
sulfoxyde, etc. ). La congélation est réali
sée en deux étapes : un refroidissement 
lent jusqu 'à une température do nn ée, 
di te de pré-refroidi ssement, suivi d 'une 
immersion rapide des échantillons dans 
l'azote liquide. Les vi tesses de refroidi sse
m ent gé néralement employées va ri ent 
encre 0,5 er quelques °C/min jusqu'à des 
températures de pré-refroidissemem aux 
al entours de - 40 °C [1 4]. Les tech
niques classique nécessitem l'utilisation 
de congélateurs programmables sophisti
qués et coûteux. Dans certains cas, leur 
emplo i peur être év ité en utili sant un 
congélateur ménager ou de laboratoire 
pour réaliser le pré-refroidissement [ 15] . 
Après le réchauffement, les agems ccyo
protecteurs som éliminés en transféra.nt 
les échamillons sur des milieux neufs à 
in tervalles rapprochés. Po ur stimuler la 
reprise de croissance, les conditions stan
dard de culture sont parfois transitoire
ment modifiées, par exemple en dimi
nu a nt l' inte ns ité lumin e use o u e n 
changeam la composition hormonale ou 
minérale du milieu de culture [14, 15]. 
Les techniques class iques de cryoconserva
tion sont depuis longtemps utilisées avec 
succès pow- la congélation de suspensions 
cellulai res et de cals, qui sont composés 
de peti tes unités relativemem un iformes 
au niveau histologique [16, 17]. Elles sonr 
égalemem applicables pour la congélation 
d 'apex de certai nes espèces colérames au 
froid , mais non pour celle d 'espèces tropi
cales ou sub-cropicales [18]. 

Nouvelles techniques 

Les nouvelles techniques de CLyoconserva
rion présentent des avantages par rapport 
aux techniques classiques. En évitant la 
formation de glace cri stalline dans les 
échan tillons, elles sont plus appropriées 
pour la congélation d 'organes complexes 
reis que les apex et les embryon , compo
sés de types cellulaires d ifféren rs qui 
nécessiteraiem cl1acun des conditions par
ticulières de déshydratation induire par la 
congélation. Elles ne requièrent pas l'utili-



sation de congélateurs programmables et 
ont w1e large applicabilité, ne nécessitant 
que des modifications mineures pour leur 
adaptation à des matériels et types ceUu
lai res différents [15] . 
U ne caractéristique commune des nou
veaux protocoles est que l'étape critique 
pour obtenir la survie est la déshydratation 
et non la congélation , comme dans les 
protocoles classiques. Ainsi, si les échan
tillons à congeler peuvent être rendus tolé
rants à une dessiccation jusqu'à des teneurs 
en eau suffisamment basses, sans diminu
tion ou avec une diminution limitée de la 
survie par rapport aux témoins non déshy
dratés, des pourcentages de survie simi
laires sont généralement observés [15]. 
On distingue sept procédures différentes : 
l' encapsulation-déshydratati on, la vitrifi
ca tion, l' encapsulation-vitrification, la 
dessiccation, la préculture, la préculture
dessiccation, et la congélation en gouttes. 
• L'encapsulation-déshydratarion est fondée 
sur la technologie développée pour la pro
ducti on des semences artifi cielles. Les 
explants sont encapsulés dans des billes 
d'alginate de calcium, précultivés en milieu 
liquide enrichi en sucre pendant 1 à 7-
10 jours, partiellement déshydratés sous la 
hotte à flux laminaire ou avec du silicagel 
jusqu'à une teneur en eau d'enviton 20 % 
par rapport à la masse de matière sèche, puis 
refroidis rapidement. Les pourcentages de 
survie sont généralement élevés et la reprise 
de croissance est rapide et directe, sans for
mation de cal. Cette technique, mise au 
point sur le poirier [19] , a été appliquée avec 
succès aux apex de nombreuses espèces tem
pérées er tropicales [8, 15], ainsi qu'à des 
suspensions cellulaires et des embryons 
somatiques [20, 21]. 
• La vitrification comprend un traitement 
des échantillons de courre durée avec des 
cryoprotecteurs à concentration intermé
di aire (appelé loading treatment), un e 
déshydraration avec des solutions de vitri
fi ca tion ex trêmemen t con cen crées en 
cryoprotecreurs , suivie d' un refro idisse
ment ultra-rapide. Cette technique a été 
appliquée aux apex, suspensions cellu
laires et embryons somatiques de nom
breuses espèces [22, 23]. 
• L'encapsulation-vitrifica rion es t une 
combinaison des deux techniques précé
dentes, dans laquelle les échantillons sont 
encapsulés dans des billes d'alginate puis 
déshydratés en utilisant des solutions de 
vitrifi cation. Cette technique a été appli
quée aux apex d'un nombre encore limi
té d'espèces [23] . 
• La dessiccation est la procédure la plus 
simple puisqu'elle consiste à déshydrater 

les explants, puis à les congeler rapide
ment par immersion directe dans l'azote 
liquide. Cette technique est principale
ment utilisée pour les embryo ns zygo
tiques et axes embryonnaires d'espèces à 
semences récalcitrantes (24, 25]. La des
siccation est généralement effectuée sous 
la hotte à Aux laminaire, mais des condi
tions de déshydratation plus précises et 
reproductibles sont obtenues en utilisant 
un Aux d'air comprimé stérile ou du sili
cagel. Une déshydratation ul rra- rapide 
dans un Aux d'air comprimé sec (procé
dé appelé jlash-drying, développé par le 
groupe du Pr Berjak en Afrique du Sud) 
permet de congeler des explants avec une 
teneur en eau relativement élevée, ce qui 
réduit ainsi les dommages liés à la dessic
cation (26, 27]. La survie est générale
ment optimale pour des teneurs en eau 
de l'ordre de 10-20 % (MF). 
• La technique de pré-culture consiste à 
cultiver les échantillons en présence de 
cryoprotecteurs, puis à les congeler par 
immersion directe dans l'azote liquide. 
Cerre procédure a été développée pour 
cryoco nse rver des mass ifs méristéma
tiques de bananier [28]. 
• D ans un protocole de pré-culture
déshydratation, les explants sont pré-cul
tivés en présence de cryoprotecteurs, en 
général des sucres, dés hydratés sous la 
hotte à Aux lan1inaire ou avec du silica
gel et congelés rapidement. Cette mérho
de a été ap pliquée à des segments de tige 
d' asperges, des embtyons somatiques de 
palmier à huile et des embtyons zygo
tiques de coco tier (29-31]. 
• Enfin, la technique de congélation en 
gouttes a été développée pour les apex de 
pomme de terre (32] . Les apex sont pré
traités dans un milieu cryo protecteur 
liquide, puis placés sur des bandes de 
papier aluminium dans des microgout tes 
de cryoprotecteur et congelés par immer
sion di recte dans l'azote liquide. 

Développement 
actuel des techniques 
de cryoconservation 
La rés istan ce à la con gé la tion dans 
l'azote liquide a déjà été prouvée pour de 
très nombreux matériels, naturellement 
résistants ou non à la déshydratation . Les 
sem ences orthodoxes d e p I us d e 
300 espèces ont été cryoconservées (33, 
34], de même que les bourgeons dor-
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mants d'une dizaine d'espèces ligneuses 
(35] et le pollen de plusieurs dizaines 
d 'espèces [36] . En ce qui concerne le 
matériel in vitro, des protocoles de ctyo
conservation sont disponibles pour les 
cultures indifférenciées (suspensions cel
I ul a i res, ca ls) d e tr ès nombreuses 
espèces [1 4, 17, 37]. Pour les explants 
différe nc iés te ls qu 'apex, embryon s 
somatiques et zygotiques, de nombreux 
protocoles ont également été publiés [15 , 
37] mais la cryoconservation connaît des 
degrés de développement différents pour 
les espèces multipliées végétativement et 
celles à semences récalcitran tes [24, 38]. 

Espèces multipliées 
végétativement 

Pour les espèces multipliées végétative
ment, la cryoconservation a une appli
ca bilit é tr ès lar ge ta n t en t e rm es 
d 'espèces cou verres - puisque des pro
tocoles ont été publiés pour les méris
tèmes d 'espèces d 'origine tropicale et 
tempérée incluant des racines et tuber
cules, des fruiti ers , des plantes o rne
mentales et industrielles - qu 'en termes 
du nombr e d e gé notyp es/va ri é tés 
répondant pos itivement au sein d 'une 
même espèce. Les techniques fond ées 
sur la vitrifi cati on sont préférenti ell e
ment empl oyées, bien que les tech 
niques class iques puissent également 
être utili sées pour les espèces tempé
rées. Il es t intéressant de no ter que, 
dans de nombreux cas, différentes tech
niques donnent des résultats compa
rabl es avec le m êm e ma t é ri e l 
(tableau 1) . La reprise après cryoco nse r
vati on es t gé néralement élevée et la 
régénération es t rapide et directe (sans 
callogenèse transitoire) . Différentes rai
sons peuvent être invoquées pour expli
quer ces résultats. La zone méri stéma
tiq ue des apex, à partir d e laquelle 
s'effectue la croi ssance organisée, es t 
composée d 'une population rela ti ve
ment homogène de peti tes cellules en 
division , présen tant des vacuoles d e 
peti te taill e et un rapport nucléo-cyto
plas mique élevé, caractéristiques, qui 
les rendent plus aptes à supporter la 
dessiccation que des cellules fortement 
vacuoli sées et diffé renciées. De plus, les 
études histo-cytologiques réalisées révè
lent que la structure des apex es t géné
ralement préservée dans sa quas i-total i
té lo rsque les techniques fo ndées sur la 
vitrificati on som employées [ 49]. Ces 
bons résul ta ts doivent être également 



Tableau 1 

Exemples d'essais de cryoconservation réalisés avec les apex de quelques 
plantes à multiplication végétative 

Espèce Technique Nbre Survie Type Référence 
de congélation d'accessions (% } de régénération 

congelées 

Dioscorea spp. E 4 54 (26-7 1} D (2 espèces} [39] 
1 (2 espèces) 

D. bu/bitera E 2 Jusqu'à 100 D [40] 
et D. alata 

Musa spp. E 8 D [28] 
p 15 30 (7-67) D [41] 
V 2 60-70 D [42] 

Pyrus spp. V 8 60 (40-73) D [15 ] 
E 3 69 (67-70) D [43] 
E 11 50 (23-80) D [44] 

CP 1 60 D [44] 

So/anum spp. CP 19 48 (0-1 00) 1 + D [45] 
V 5 56 (37-94) D [46] 
E 6 40 (9-59) D [47] 
G 219 40 (4-1 00) D [48] 

Techniques de congélation employées: V: vitrification; E : encapsulation-déshydratation; CP : 
congélation programmée ; P : préculture ; G : congélation en gouttes. Les résu ltats de survie indi-
quent le pourcentage moyen de survie obtenu et entre parenthèses les valeurs minimales et maxi-
males. D : reprise directe de la croissance ; 1 : reprise indirecte de la croissance. 

Cryopreservation tests carried out with apices of a few vegetatively propaga
ted plants 

associés à la ma1rnse des protocoles de 
culture in vitro pour les espèces concer
nées. En effet, la plupart des espèces à 
multiplication végétative qui ont été 
cryoconservées avec succès son r des 
espèces cultivées pour lesquelles la 
micropropagarion in vitro a été bien 
établie, souvent à des fins commer
ciales. De plus, le matériel es t synchro
nisé par la culture in vitro et le pré
r rai rem en r. Ainsi, des exp lanrs 
relativement homogènes en termes de 
raille, composition cellulaire, état phy
siologique et vitesse de croissance sont 
disponibles pour la congélation, ce qui 
augmente les chances de réponse positi
ve et uniforme aux trai rements (38]. 
Enfin , les procédures fondées sur la 
vitrification permettent d ' utiliser des 
éc hantillon s d e raille relativement 
importance (apex de 0,5 à 2-3 mm) qui 
peuvent reprendre leur cro issance direc
remenr et sans difficultés . 

Espèces à semences 
récalcitrantes 

De nombreux articles one été publiés ces 
dernières années sur la cryoconservation 

des embryons ou des axes embryonnaires 
d'espèces à semences non orthodoxes (10, 
11 , 24, 25, 37]. Ceci pourrait mener à la 
concl usion que la co ngélation 
d 'embryons est une procédure applicable 
en routine à de nombreuses espèces, 
quelles que soient les caractéristiques de 
conservation de leurs semences. Cepen
dant, un examen approfondi de ces listes 
révèle q ue seul un nombre restreint 
d 'espèces à semences vraiment récalci
trantes est présent. Ceci est dû en partie 
au fair que très peu d 'équipes de 
recherche travaillent dans ce domaine. 
Une autre raison est que la récalcirrance 
est un concept dynamique (40], qui évo
lue avec la recherche effectuée sur la bio
logie des semences et l'amélioration des 
procédures de stockage classiques. Ainsi, 
les semences de caféier et de palmier à 
hui le one longtemps été classées comme 
récalcitrantes, mais des travaux récents (3 , 
4] one montré qu'elles one en réalité un 
comportement intermédiaire. En compa
raison avec les plantes à mulriplicarion 
végétative, i l est ainsi cla ir que la 
recherche est beaucoup moins avancée 
pour les espèces à semences récalcirranres. 
La technique de dessiccation est princi
palement employée pour congeler les 
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e mbryons ou axes embryonnaires 
(tableau 2). Les pourcentages de survie 
obtenus sont extrêmement variables mais 
généralement faibles. De plus, la régéné
ration après cryoconservation est souvent 
limitée à une callogenèse ou à un déve
loppement incomplet des plantules . Il y 
a un nombre restreint de cas pour les
quels des plantes entières ont été régéné
rées, comme avec le cocotier et des pal
miers ornementaux (30, 59]. 
Différentes raisons expliquent cerce situa
tion. Tour d'abord, les connaissances sur 
la biologie des espèces récalcitrantes, et a 
fortiori la biologie de leurs semences, 
sont souvent limitées, voire nulles , 
notamment parce que nombre d 'encre 
elles sont des espèces sauvages. Dans les 
cas où des informations sont disponibles 
sur la biologie des semences, les proto
coles de culture in vitro, indispensables 
pour l' étape de repri se de croissance 
après la congélation des embryons zygo
tiques, sont souvent inexistants ou non 
opérationnels (60, 61]. Les semences 
récalcitrantes et leurs embryons ont de 
plus des caractéristiques qui rendent leur 
cryoconservation difficile. La première 
d'entre elles est qu'il n'y a pas d 'arrêt 
dans leur développement, comme chez 
les semences orthodoxes (26]. Il est donc 
très difficile de sélectionner les semences 
à un stade précis de leur développement, 
alors que c'est un paramètre d'importan
ce critique pour leur cryoconservation. 
Des variations très importances pour la 
teneur en eau des semences à « maturi
té » so nt observées à l'intérieur d ' un 
même lot, entre lors de provenances ou 
d 'années de réco lte différences (62], ce 
qui pourrait expliquer le manque de 
reproductibilité souvent observé dans les 
essais. Par aill eurs, les embryons ou axes 
embryonnaires one une structure histolo
gique souvent complexe, contenant plu
sieurs rypes de tissus qui ont des sensibi
li rés différentes à la dessiccation et à la 
congélation : par exemple, le pôle raci
naire est souvent plus résistant que le 
pôle caulinaire (51, 56, 63]. Enfin, les 
embryons de certaines espèces sont de 
dimensions trop importances pour envi
sager leur utilisation pour la cryoconser
vation et, chez d'autres espèces, il est très 
diffici le de localiser l'embryon dans la 
semence (62]. 
Différentes solutions existent pour amé
liorer cerce situation. Tour d'abord, pour 
la cryoconservation des embryons ou des 
axes embryonnaires, d'au tres techniques 
de cryoconservation que la dessiccation 
doivent être expérimentées. Il est égale-



Tableau 2 

Exemples d'essais de cryoconservation réalisés avec les embryons 
zygotiques ou axes embryonnaires de quelques plantes à semences 
récalcitrantes (selon Hong et al. [581) 

Espèce Technique Teneur Survie Type Référence 
de congélation en eau (%) de régénération 

optimale 
(% PF) 

Araucaria exce/sa Ds 13 30 Callogenèse pôle racinaire [51] 

Artocarpus CP 29-33 60 Plantes? [52] 
heterophyllus Ds 13,7 30 Croissance racine et tige [53] 

Calamus manan Ds 7,3 27 Plantu les in vitro [54] 

Cocos nucifera PD 33-93 Plantes entières en champ [30] 

Hevea brasiliensis Ds 14-20 20-69 Plantu les in vitro [55 ] 

Ouercus falcata Ds 25 60 Grossissement+ callogenèse [56] 
O. macrocarpa Ds 36 ? Callogenèse 
a. nigra Ds 25 40 Élongation hypocotyle 

+ cal logenèse 
O. palustris Ds 25 10 Callogenèse 
O. rubra Ds 20 80 Élongation racine 

+ verdissement et gonflement 
du pôle caulinaire 

Theobroma cacao CP 50 Callogenèse 
+ embryons adventifs [57 

Techniques de congélation employées: Ds : dessiccation; CP: congélation programmée; 
PD : préculture déshydratation . Les résultats de survie indiquent le pourcentage moyen ou les 
valeurs minimales et maxima les de survie obtenus. 

Cryopreservation tests carried out with zygotic embryos or apical buds of a 
few recalcitrant seed species 

ment nécessaire de metcre au point, pour 
toute nouvelle espèce, des conditions de 
culture in vitro suffisamment perfor
mantes avant de commencer les essais de 
c1yoconservation (24, 38]. Enfin, avec les 
espèces pour lesquelles il s'avère impos
sible de congeler les embryons zygotiques 
ou les axes embryonnaires, certains 
auteurs ont suggéré d' utiliser les apex 
prélevés sur les embryons zygotiques ou 
les plantules in vitro, ou bien des bour
geons adventifs ou embryons somatiques 
induits à partir des tissus embryon
naires [ 62, 63]. 

Utilisation 
de la cryoconservation 
à grande échelle 
Bien que son emploi en routine soit 
encore limité, il existe un nombre crois
sant d'exemples d'utilisation de la cryo
conservation à grande échelle pour diffé
rents types de matériels, naturellement 
résistants ou non à la déshydratation. 

Dans le cas des espèces orthodoxes, la 
cryoconservation est principalement uti
lisée pour le stockage des semences à 
longévité restreinte et d'espèces rares ou 
menacées (64-66]. Ainsi, le National Seed 
Storage Laboratory (NSSL, Fort Collins, 
Colorado , États-Unis) conserve 
37 654 accessions (sur un total de 
360 629) dans les vapeurs d'azote liquide 
[ 67]. Le National Bureau for Plant Gene
tie Resources (NBPGR, New Delhi, Inde) 
stocke 1 200 accessions de 50 espèces, 
principalement de plantes médicinales 
menacées (68]. Cette technique est égale
ment utilisée dans certains jardins bota
niques: ainsi, 113 accessions d'espèces 
rares ou menacées sont c1yoconservées au 
jardin botanique de Perth, Australie [69], 
et le jardin botanique de Cincinnati 
(États-Unis) conserve dans l'azote les 
semences d'espèces rares et menacées de 
l'État de l'Ohio [70] . 
La cryoconservation est également appli
quée à des semences intermédiaires résis
tantes à la congélation. Ainsi, au CATIE 
(Costa Rica), les semences de 80 acces
sions de Cojfea arabica, représentant une 
collection de référence (core collection) de 
la collection au champ de caféiers, sont 
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en cours de stockage dans l'azote liquide 
(71 J en utilisant la technique mise au 
point par Dussert et al. [72]. 
Dans le cas des bourgeons dormants, 
1 700 des 2 200 accessions de la collec
tion américaine de pommiers ont déjà été 
cryoconservées (73], ainsi que les 
420 accessions de la collection de mûriers 
conservée en champ au National Institute 
of Agrobiological Resources (NIAR, Yama
gata, Japon) (74]. 
Certaines entreprises conservent du pol
len dans l'azote liquide, dans le cadre de 
leurs programmes d 'amélioration (75]. 
Le pollen, également reconnu comme un 
matériel intéressant pour la conservation 
des ressources génétiques, est stocké dans 
ce contexte par quelques instituts : ainsi, 
le NBPGR conserve du pollen congelé 
de 65 accessions appartenant à diverses 
espèces (68], et 1'/ndian lnstitute for Hor
ticultural Research (IIHR, Bangalore, 
Inde) celui de 600 accessions apparte
nant à 40 espèces de 15 familles diffé
rentes, dont certaines ont été conservées 
pendant plus de 15 ans (76]. 
La cryoconservation est également appli
quée à des produits des biotechnologies. 
Plus de 1 000 lignées de cals d'espèces 
d 'intérêt pharmaceutique sont ainsi 
conservées à - 196 °C (77] , de même 
que plusieurs milliers de lignées de sus
pensions embtyogènes de conifères, utili
sées dans des programmes de plantations 
clonales à grande échelle [78], ainsi que 
les embryons somatiques de plusieurs 
dizaines de génotypes de caféiers et de 
palmier à huile [79, 80]. 
Enfin, la cryoconservation est en cours 
d'application dans des banques de gènes 
pour la conservation à long terme des res
sources génétiques d'espèces multipliées 
végétativement, en utilisant les apex de 
plantes in vitro. Son développement est le 
plus avancé chez la pomme de terre, 
puisque 219 variétés anciennes de la collec
tion du FAL (Braunschweig, Allemagne) 
[32, 48] ainsi que près de 200 variétés du 
Centro lnternacional de la Papa (CIP, 
Lima, Pérou) (81] sont aujourd'hui cryo
conservées. Une centaine d'accessions de 
Pyrus sont également conservées dans 
l'azote au National Clonai Germplasm 
Repository (NCGR, Corvallis, États-Unis) 
(82]. Enfin, des collections cryoconservées 
sont actuellement en cours de mise en 
place pour des espèces tropicales relies que 
le bananier et le manioc [41, 83]. 
Les études réalisées sur le coût de la 
cryoconservation sont encore fragmen
taires, mais les premières évaluations 
semblent confirmer l'intérêt de cette 



Summary 

Current development of cryopreservation for the conservation of plant 
genetic resources 
F. Engelmann, S. Dusserr 

Cryopreservation (storage at the temperature of liquid nitrogen, - 796° C) is 
the on/y currently available technique that ensures the safe long-term 
conservation of the genetic resources of species with recalcitrant seeds, of 
vegetatively propagated species, of endangered species and of biotechno
/ogy products such as ce// strains with special attributes, elite clones and 
transformed material. New cryopreservation techniques and the physical 
mechanisms upon which they are based differ from classical techniques. 
Classical techniques involve freeze-induced dehydration, whereas new tech
niques are based on vitrification. Vitrification can be defined as the transi
tion of water direct/y from the /iquid phase into an amporphous phase or 
glass, whilst avoiding crystalline ice formation. Classical cryopreservation 
techniques invo/ve slow coo/ing down to a specific prefreezing temperatu
re, followed by rapid immersion in liquid nitrogen. ln new vitrification 
based procedures, ce// dehydration is performed prior to freezing by expo
s ure of samples to concentrated cryoprotective media and/ or air 
desiccation. This is followed by rapid cooling. There are seven key vitrifica
tion-based procedures: ( 1) encapsulation-dehydration; (2) vitrification; (3) 
encapsulation-vitrification; (4) desiccation; (5) pregrowth; (6) pregrowth
desiccation; and (7) drop/et freezing. 
Resistance to freezing in liquid nitrogen has been demonstrated for ortho
dox and intermediate seeds, cold-tolerant dormant buds, pollen and in vitro 
cultures, including ce// suspensions, cal/uses, apices, somatic and zygotic 
embryos. Cryopreservation is we/1 advanced for vegetatively propagated 
species and many techniques are ready for large sca/e experimentation. 
Research is much Jess advanced for recalcitrant seed species due to some 
of their characteristics, including their very high sensitivity to desiccation, 
their structural complexity and their heterogeneity in terms of developmen
tal stage and water content at maturity. There are, nevertheless, various 
technical approaches to be explored in order to develop cryopreservation 
techniques for a larger number of recalcitrant seed species. 
Although the routine use of cryopreservation is sti/1 limited, cryopreserva
tion is used on a large scale to an increasing extent. Cryopreservation is 
implemented in some genetic resource centers for the conservation of 
orthodox seeds with limited longevity and of rare and endangered species, 
of dormant buds of temperate fruit trees and of pollen from horticultural 
species. lt is also applied in biotechnology programmes for the conserva
tion of ce// strains belonging to species of pharmaceutical interest and of 
embryogenic suspensions of elite genotypes of conifers. Final/y, cryopre
servation is currently being applied for long-term conservation of genetic 
resources of several vegetatively propagated crops such as patata, banana 
and cassava. 
ln conclusion, there have been major advances in cryopreservation in 
recent years, with the development of new vitrification-based freezing tech
niques which are operationally simple, efficient and have a broad applicabi
lity. Moreover, research carried out by various teams worldwide is progres
sive /y improving our understanding of mechanisms involved in 
cryopreservation, which should allow Jess empirical development of cryo
preservation. lt can thus be expected that the utilization of cryopreservation 
in genetic resources conservation and biotechno/ogy programmes wi/1 
increase steadily in the coming years. 
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technique quant au fa ible coût de son 
utilisation. Hummer et Reed [84] indi
quent que le coût annuel du maintien 
d'une accession de fruitiers tempérés est 
de 77 US $ en champ, 23 US $ en crois
sance ralentie in vitro, et seulement de 
1 US $ en cryoconservation, à quoi il 

fa ut ajou ter 50 à 65 US$ pour introdui 
re cette accession en cryoconservation. 
Roca [comm . pers.] évalue le coût annuel 
du maintien de la collection de manioc 
du CIAT à environ 5 000 US$ pour le 
stockage dans l'azo te liquid e, contre 
6 fois plus en croissance ralentie in vitro. 
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Conclusion 
et perspectives 

Des progrès importan ts one été réalisés 
ces dernières années dans le domaine de 
la c1yoconservation des ressources géné
tiques végétales, grâce au développement 
des techniques fondées sur la vitrifica
tion, qui sont d 'une mise en œ uvre 
simple et ont une large applicabilité. 
Pour la plupart des espèces multipliées 
végétativemenc, les techniques de cryo
conservation sonc suffisamment avancées 
pour envisager leur utilisation immédiate 
pour des essais à grande échelle dans les 
banques de gènes. La recherche est nette
ment moins avancée pour les espèces à 
semences récalcitrantes. Ceci est dCi prin
cipalement au mangue de connaissances 
sur la biologie de ces espèces, en général, 
et de leurs semences, en particulier, qui 
doit être rel ié dans la plupart des cas à 
leur origine tropicale, leur caractère sau
vage et à leur très grande diversité, ainsi 
qu'au nombre comparativement très 
faible d'équipes de recherche travai llant 
sur la cryoconservation de celles espèces. 
Plusieurs approches techn iques ont 
cependant été identifiées, gui devraient 
permettre d'améliorer la conservation à 
long terme de ces espèces. De plus, diffé
rentes équipes de rec herch e dans le 
monde étudien t les mécanismes phy
siques et biochimiques impliqués dans la 
sensib ilité à la dessiccation et aux basses 
températures. Ceci devrait permettre à la 
fois d'améliorer notre compréhension de 
la récalcicrance des semences et de mettre 
au point des prorocoles de cryoconserva
tion de manière moins empir ique que 
cela n'a été fait jusqu'à présent. 
Même si les situations dans lesquelles la 
cryoconservation est utilisée en routine 
sonc encore rares, leur nombre a considé
rablement augmenté au cours des der
nières années, tant dans le cadre de pro
grammes de conservation des ressources 
gén ér iqu es que dans ce lui d e pro
grammes de biotechnologie, et cette ten
dance devrait s'accentuer dans les années 
à ven ir. Enfin, il est importanc de souli
gner que la cryoconservation n'est pas 
d es tin ée à rempl acer les techniques 
conventionnelles de conservation ex situ 
mais qu'ell e représente un outil supplé
mentaire à la disposition des gestion
naires de banques de gènes pour amélio
rer la co nse rva tion d es resso urces 
génétiques placées sous leur responsabili
té . 
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Résumé 

La cryoconservation (s tockage à la tem
pérature de l'azote liquide, - 196 °C) 
es t la se ule technique permettant 
d'assurer la conservation à long terme 
des ressources génétiques des espèces 
végé tales multipliées végécativement, 
des espèces à semences récalcitrantes et 
des espèces rares et menacées, ainsi que 
des produits de la biotechnologie. La 
résistance à la congélation a été prouvée 
pour de nombreux matériels (semences 
orthodoxes et intermédiaires, bour
geons dormants , pollen, cultures in 
vitro). Le développement de la cryo
conservation est beaucoup plus avancé 
pour les espèces multipliées végétative
ment que pour celles à semences récal
citrantes. L'emploi en routine de la 
cryoconservation es t encore limité. 
Cependant, les progrès réalisés récem
ment dans la mise au point de tech
niques simples et performantes de cryo
conservation et dans la compréhension 
des phénomènes physiques et biochi
miques y afférant devraient accroître 
son emploi dans les programmes de 
conservation des ressources génétiques 
et de biotechnologie. 




