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Résumé

Depuis le début des années 1990, les semences des caféiers ont été adoptées par de
nombreux laboratoires internationaux comme le systeme modele pour I'étude de la
physiologie des semences de type «intermédiaire ». A la différence des semences
orthodoxes, dont la longévité augmente lorsqu’elles sont déshydratées et placées a basse
température, les semences intermédiaires ne sont que partiellement tolérantes a la
dessiccation et au froid. Dans les plages étroites de teneurs en eau et de températures qui
peuvent ainsi étre utilisées, la longévité des semences intermédiaires est tres réduite, ce qui
constitue une contrainte majeure pour la conservation de la biodiversité de ces especes. Le
développement de nouvelles techniques de chimie analytique a permis d’'imputer la faible
longévité des semences de caféiers a des dommages cellulaires de plusieurs natures : une
hydrolyse des lipides neutres conduisant a une accumulation d’acides gras libres
déstabilisant les membranes ; la perte sélective d’une classe de phospholipides ; une perte
et une oxydation des deux principaux antioxydants hydrophiles des cellules, l'acide
ascorbique et le glutathion. Grace a ces nouvelles connaissances sur les processus
impliqués dans le vieillissement des semences de caféiers, nous proposons pour la
premiere fois dans cet article des recommandations techniques trés précises pour la
préparation et le stockage a court terme des lots de semences. Parallelement, grace a des
approches biophysiques, utilisant notamment la microcalorimétrie, la compréhension des
mécanismes impliqués dans la tolérance des semences de caféiers a une exposition aux
tres basses températures a progressé de maniére significative. Sur la base de ces
connaissances, une technique de cryoconservation tres efficace a été mise au point pour
ces semences, permettant d’envisager désormais la sauvegarde a long terme des ressources
génétiques du genre Coffea.

Mots clés : albumen ; cryoconservation ; dessiccation ; embryon ; membrane ; semence
intermédiaire ; vieillissement.

Theémes : productions végétales ; ressources naturelles et environnement.

Abstract

Coffee seed conservation biology: Fundamental aspects and practical implications.
A review

Since the early 1990s, the coffee seed has been designated by several international
laboratories as the model system for studying the physiology of seeds of the “intermediate”
category. In contrast to orthodox seeds, longevity of which increases when they are
dehydrated and stored at low temperature, intermediate seeds are only partially tolerant to
desiccation and low temperatures. In the narrow ranges of water contents and
temperatures which can thus be used, the longevity of intermediate seeds remains very
short, which constitutes a major limitation for the conservation of the biodiversity of these
species. The development of new analytical chemistry techniques made it possible to
demonstrate that the poor longevity of coffee seeds was associated with several types of
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aintenir la viabilité des

semences de caféiers au

cours du temps est essentiel
pour au moins deux raisons. Il s’agit
tout d’abord de répondre aux besoins
de conservation a court terme des
producteurs de semences commer-
ciales et des planteurs, qui souhaitent
pouvoir stocker leurs lots de quel-
ques mois a quelques années. Cette
demande s’étend aux sélectionneurs et
biologistes de la filiere qui souhaitent
maintenir leurs matériels d’étude pour
de courtes durées. Le second aspect
concerne la conservation ex situ des
ressources génétiques des especes du
genre Coffea, pour laquelle il faut
disposer d'une méthode efficace et
peu couteuse de conservation a long
terme.
Les semences des caféiers ont un
comportement complexe qui ne cor-
respond a aucune des deux grandes
catégories définies par leur viabilité
apres déshydratation (Roberts, 1973) :
les semences orthodoxes et les semen-
ces récalcitrantes. Contrairement a ces
dernieres, les semences de caféier
peuvent étre partiellement déshydra-
tées sans perte de viabilité. Mais, a
la différence des semences orthodoxes,
elles ne supportent pas une dessicca-
tion extréme et, a basse teneur en eau,
leur longévité ne semble pas augmen-
ter quand on abaisse la température
de conservation. Sur la base de ces
observations, Ellis et al (1990) ont
défini une troisieme catégorie en rela-
tion avec leur comportement en conser-
vation : les semences intermédiaires.
Depuis une vingtaine dannées, la
semence des caféiers est ainsi devenue
le systeme modele pour I'étude de la
physiologie de ces semences de la
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cellular damage : neutral lipid hydrolysis leading to the accumulation of free fatty acids®”
which destabilize membranes, selective loss of a class of phospholipids, loss and oxidation =
of the two major hydrophilic antioxidants, ascorbic acid and glutathione. Thanks to the
knowledge gained on the processes involved in coffee seed ageing, we propose for the
first time in this paper highly accurate technical recommendations for the preparation and
the short-term storage of seed lots. Meanwhile, through biophysical approaches including
differential scanning calorimetry, the understanding of the mechanisms involved in coffee
seed tolerance to ultra-low temperature exposure has significantly progressed. Based on
this knowledge, a very effective cryopreservation technique has been developed for coffee
seeds, facilitating the long-term conservation of Coffea genetic resources.

Key words: ageing; cryopreservation; desiccation; embryo; endosperm; intermediate
seed; membrane.

Subjects: natural resources and environment; vegetal productions.

catégorie intermédiaire. Elle contient
d’autres especes cultivées d’impor-
tance majeure, telles que les agrumes
et le palmier a huile, mais aussi de
nombreuses especes forestieres des
milieux tropicaux. De nombreux tra-
vaux fondamentaux ont ainsi été
menés sur le développement de la
graine de caféier et sa germination
(Fira et al., 2006 ; Joét et al., 2009),
mais aussi sur les mécanismes mis
en jeu dans son comportement en
conservation. Ils ont permis des avan-
cées technologiques répondant aux
besoins de conservation a court et
long terme. L'ensemble des dernieres
connaissances fondamentales et appli-
quées dans ce domaine fait 'objet de
cette synthése.

Sensibilité

a la dessiccation
des semences
de caféiers

Parmi les 103 especes de caféiers
décrites a ce jour (Davis et al., 20006),
I'espece la plus largement cultivée dans
le monde, C. arabica, est celle qui a
fait 'objet du plus grand nombre de
travaux concernant le niveau de sensi-
bilité a la dessiccation de ses semences.
La plupart de ces études rapportent que
les semences de cette espece peuvent
étre partiellement déshydratées sans
perte de viabilité (Bacchi, 1955 ; Van
der Vossen, 1977 ; Ellis et al., 1990 ;
Dussert et al., 1999 ; Dussert et al.,
2001 ; Dussert et al, 2003 ; Dussert
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al., 20006 ; Eira et al., 1999). Cependant,
cette littérature indique des valeurs tres
disparates en ce qui concerne le seuil
de déshydratation supporté : la teneur
en eau létale varie de 5 a 16 % de la
masse fraiche (MF) selon les auteurs.
Elle témoigne aussi de la difficulté a
quantifier un caractére a variation
continue : un lot de semences est
une population dans laquelle chaque
semence possede son propre seuil de
tolérance : 'humidité relative létale
peut varier de plus ou moins 10 %
autour de la valeur médiane au sein
d'un lot. Afin de faire face a ces
divergences d’approches et de résul-
tats, une méthode simple permettant
de quantifier la sensibilité a la dessicca-
tion des semences a été développée
(Dussert et al, 1999). Elle permet
d’estimer ce caractére par la valeur
médiane de I’état hydrique correspon-
dant a la perte de 50 % de la viabilité
initiale. Cette méthode permet de
quantifier la sensibilité a la dessiccation
non seulement en termes de teneur en
eau, la variable la mieux connue pour
décrire l'état hydrique des semences,
mais également en termes de potentiel
hydrique et d’activité de I'eau, qui sont
des parametres appréciés par les bio-
logistes pour décrire les phénomenes
biophysiques et biochimiques affectant
les semences lors de leur déshydrata-
tion (ou leur refroidissement).

Afin de bien quantifier la sensibilité a la
dessiccation des semences, la méthode
donnant les résultats les plus repro-
ductibles consiste a utiliser une gamme
d’atmospheres dont 'humidité relative
varie entre 5 et 95 %, gamme qui peut
étre aisément obtenue a partir de
différentes solutions salines saturées
(Dussert et al., 1999). Par exemple, une



solution saturée de sulfate d’ammo-
nium disposée au fond d’un bocal
fermé crée une humidité relative cons-
tante de 81 % a 25 °C (figure 14). La
teneur en eau de semences placées
dans la partie haute de ce bocal atteint
un équilibre hydrique avec l'atmo-
sphere en seulement quelques jours

lorsque cette expérimentation est réa-
lisée a 25 °C. La relation entre 'humi-
dité relative de l'atmosphere et la
teneur en eau des semences a I'équi-
libre est appelée « isotherme de sorp-
tion » (figure 1B).

L’effet de '’humidité relative de 'atmos-
phere sur la viabilité des semences se

traduit par une courbe de réponse de
type sigmoide, qui reflete la variabilité
des semences d'un méme lot pour
leur seuil individuel de tolérance a la
dessiccation (figure 1C). Dans le cas du
lotde semencesde C. arabicaprésenté
dans la figure 1, I'humidité relative a
laquelle 50 % de la viabilité initiale est
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Figure 1. Mesure de la sensibilité a la dessiccation des semences de caféiers (C. arabica).

Figure 1. Measurement of coffee (C. arabica) seed desiccation sensitivity.

A) schéma représentant le dispositif de déshydratation. Les graines sont placées dans un panier en matiére plastique disposé au-dessus d'une solution saline saturée a I'intérieur d'un
bocal en verre a capuchon vissant (hermétique). Les fleches grises indiquent les mouvements des molécules d'eau ; B) teneurs en eau des semences obtenues en utilisant une gamme
d'atmosphéres dont I'humidité relative est contrélée a |'aide de différentes solutions salines saturées ; C) taux de germination des semences et des embryons isolés. La sensibilité a la
dessiccation est quantifiée par la variable HRso qui décrit I'humidité relative a laquelle 50 % de la viabilité des semences est perdue.
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perdue, HRs,, est de 26 %, ce qui
correspond a une teneur en eau des
semences de 8 % MF.

Grace a cette approche, il a pu étre
montré qu’il existe une trés grande
variabilité pour ce caractere a l'intérieur
du genre Coffea : HRs, varie de 15 a
60 % (entre 5 % et 15 % MF en termes
de teneur en eau) pour la quinzaine
d’especes testées (Dussert et al., 1999 ;
Dussert et al., 2001 ; Eira et al., 1999).
Ainsi, d'une espéce a une autre, les
possibilités de développer des métho-
des de conservation a court et a long
terme vont étre tres différentes. Mais
cette variabilité fait également du genre
Coffea un modele d’étude tres sédui-
sant pour la recherche des mécanismes
impliqués dans la sensibilit¢ a la
dessiccation des semences intermédiai-
res. Il est en effet possible de tester
I'existence d’'une corrélation significa-
tive entre toute variable décrivant le
seuil de tolérance, telle que HRsq, et
tout autre caractere quantitatif poten-
tiellement impliqué dans la tolérance a
la dessiccation, comme par exemple la
teneur en di- et oligo-saccharides des
semences (Chabrillange et al., 2000).
Point important, les embryons extraits
des semences apres leur dessiccation
et placés sur un milieu nutritif favo-
rable se développent tous en plantu-
les, méme pour les humidités relatives
les plus basses (5-10 %), auxquelles
les semences entieres ne germent plus
(figure 1B). Donc, des deux tissus qui
composent la semence de caféier, c’est
lalbumen qui détermine le seuil de
sensibilité a la dessiccation de la
semence entiere. Ce résultat est essen-
tiel pour la recherche des mécanismes
impliqués dans ce caractere chez les
caféiers, puisqu’il cible le tissu sur lequel
il convient de mener les investigations.

Conservation

a court terme
des semences
de caféiers

Effet de la teneur
en eau des semences

Leffet de la teneur en eau sur la
longévité des semences de C. arabica
a fait objet d’une littérature conflictu-
elle (Van der Vossen, 1977 ; Ellis et al.,
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1990 ; Hong et Ellis, 1995). Certains
auteurs ont conclu que cette longévité
était inversement proportionnelle a
leur teneur en eau (par exemple
Bacchi, 1958) tandis que d’autres ont
rapporté un effet négatif de la des-
siccation (par exemple Couturon,
1980). En fait, la plupart des auteurs
recherchaient a priori une relation
monotone entre longévité et teneur
en eau (Roberts, 1973). Nous avons
donc voulu vérifier si les données
publiées a ce jour étaient ou non
contradictoires. Pour chacune des étu-
des publiées et pour chaque teneur en
eau testée, nous avons calculé la
longévité médiane des semences de
C. arabica, Lsy, qui correspond a la
durée de conservation au bout de
laquelle 50 % de la viabilité initiale
estperdue. Les valeurs de Ls, estimées a
partir des données observées a des
températures de conservation similai-
res par Bacchi (1958), Bendana (1962),
Couturon (1980) et Van der Vossen
(1977) (figure 2) montrent qu'il existe
en fait deux optimums de teneur en eau
pour la conservation a court terme des
semences de caféier. Le premier
(«bas ») se situe précisément a une
teneur en eau de 10 % MF. Le second
(« haut ») se situe a des teneurs en eau
élevées, autour de 40 % MF. Les valeurs
moyennes de Isq observées pour ces
deux états hydriques optimums sont du
méme ordre de grandeur, autour de
40 mois (figure 2).

Par ailleurs, aucune des études réali-
sées a ce jour ne mentionne 'existence
d’une interaction entre la température
de conservation et la teneur en eau des
semences sur leur longévité. L'effet de
la teneur en eau sur la longévité des
semences des autres especes de
caféiers n’a fait 'objet que de peu de
travaux. Un effet négatif de la dessicca-
tion sur la longévité des semences de
C. canephoraet C. stenophyllaa néan-
moins été constaté (Couturon, 1980 ;
Hong et Ellis, 1995). Les durées de vie
médiane, Ls,, observées pour ces deux
especes étaient par ailleurs inférieures
a celle observée pour les semences de
C. arabica dans les mémes conditions.

Bases physiologiques
du vieillissement rapide
des semences de caféiers

Lorsqu’elles sont conservées a une
température autour de 20 °C, les

semences de caféier montrent donc
une perte rapide de leur viabilité dans
trois plages hydriques (figure 3).

A des teneurs en eau inférieures a
10 % MF (humidités relatives inférieu-
res a 45 %), leur conservation est en
fait limitée par leur sensibilité a la
dessiccation. Cette sensibilité ne per-
met donc pas de bénéficier du gain
de longévité observé chez les semen-
ces orthodoxes lorsqu’on poursuit
leur déshydratation dans cette plage
hydrique (Ellis et Roberts, 1980).
Aux teneurs en eau les plus élevées,
supérieures a 40 % MF, des phénome-
nes de pourrissement et de germination
partielle des semences sont observés.
Enfin, les semences de caféiers pré-
sentent une longévité particulicrement
faible a des teneurs en eau inter-
médiaires, situées autour de 20 % MF.
Ce phénomene de vieillissement rapide
des semences dans la plage hydrique
intermédiaire est le plus mal connu.
Grice au développement de nouvelles
méthodes de biochimie analytique,
comme par exemple la mise au point
d’'une méthode permettant une mesure
précise des acides gras libres dans des
semences riches en lipides (Laffargue
et al., 2007), les bases physiologiques
du vieillissement rapide des semences
conservées a des teneurs en eau
proches de 20 % MF et a 15-25 °C ont
pu étre partiellement  clarifiées
(figure 3). Dans cette plage hydrique,
plusieurs types de stress et de domma-
ges cellulaires ont été observés (Dussert
et al., 20006a). 1l existe par exemple une
trés bonne corrélation inverse entre le
degré d’hydrolyse des lipides neutres
(triacylglycérols), qui conduit a l'accu-
mulation d’acides gras libres, et la
viabilit¢ des semences (bas de la
Sfigure 3). Les acides gras libres désta-
bilisent les systemes membranaires et
conduisent tres rapidement a la perte de
l'intégrité cellulaire (Crowe et al., 1989).
Dans cette plage hydrique, les mem-
branes subissent un autre type de
dommage : la perte sélective d’une
classe  de  phospholipides, les
phosphatidyléthanolamines, selon un
mécanisme encore inconnu. Enfin,
la chute rapide des deux principaux
antioxydants hydrophiles, 'acide ascor-
bique et le glutathion réduit, ttmoigne
du stress oxydant important subi par les
semences dans cette plage hydrique
intermédiaire.

Mais ces phénomeénes d’altération
cellulaire dans la plage hydrique
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Figure 2. Effet de la teneur en eau des semences de C. arabica sur leur longévité a 15-25 °C.

Figure 2. Effect of the moisture content of C. arabica seeds on their longevity at 15-25 °C.

La longévité médiane des semences, L5, a été calculée al'aide d'une loi logistique appliquée aux données publiées par Bacchi (1958), Bendana (1962), Couturon (1980) et Van der

Vossen (1977).

intermédiaire ne sont pas spécifi-
ques des semences intermédiaires.
Les mémes types de stress ont été
observés dans cette gamme de teneurs
en eau chez les semences et pollen
orthodoxes (Van Bilsen et al., 1993 ; De
Vos et al., 1994). En conclusion, la
réelle contrainte spécifique des semen-
ces intermédiaires sur ces aspects reste
leur niveau élevé de sensibilité a la
dessiccation.

Effet de la température

de conservation

et du mode de réhydratation
des semences

Peu d’études se sont intéressées a
I'effet de la température de conserva-

tion sur la viabilité a court terme des
semences de caféiers. Deux travaux

(Van der Vossen, 1977 ; Couturon,
1980) montrent une diminution de la
longévité des semences lorsque la
température de conservation se situe
au-dessus de 20 °C. Les travaux les
plus anciens concernant 'abaissement
de la température de conservation ont
montré qu’il avait un effet négatif sur la
longévité des semences de C. arabica
(Van der Vossen, 1977 ; Ellis et al.,
1990) et C. canephora (Hong et Ellis,
1995). La sensibilit¢ au froid des
semences de C. arabica a cependant
été réétudiée plus récemment en
analysant les effets combinés de la
température de stockage et du mode
de réhydratation des semences avant
leur semis (Dussert er al, 2006b).
Lorsque des semences de C. arabicaa
une teneur en eau de 10 % (HR de
45 %) sont conservées pendant 1 an a
5 °C puis sont placées directement
ensuite en conditions de germination,

leur viabilité apparait treés altérée en
comparaison des semences conser-
vées a 20 °C (figure 4). En revanche, si
les semences sont préhumidifiées
pendant 24 heures dans une atmo-
sphere saturée en eau ou si elles sont
préchauffées a 40 °C pendant 4 heu-
res avant leur semis, elles ne montrent
plus aucune perte de viabilité par
rapport aux semences conservées a
20 °C.

Ces deux traitements, la préhumidifi-
cation et le préchauffage, sont connus
pour prévenir les dommages mem-
branaires survenant lors de I'imbibi-
tion lorsque les membranes cellulaires
ont été rigidifiées par une exposition
au froid (Hoekstra et al., 1999). En
fonction de leur composition en
phospholipides et en acides gras,
certains systemes membranaires pas-
sent en effet de l'état cristal liquide
(fluide) a Pétat gel (rigide) lorsqu’ils
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Figure 3. Schéma de synthese des mécanismes impliqués dans la perte de viabilité des semences dans les
plages hydriques basse, intermédiaire et haute qui encadrent les deux états hydriques optimums pour la
longévité des semences.

Figure 3. Synthetic scheme of the mechanisms involved in seed viability loss within the low, intermediary and
high hydration windows that border the two optimal hydration levels for seed longevity.

L'évolution inverse de I'accumulation d'acides gras libres (ronds noirs) et de la perte de viabilité (carrés verts) présentée
dans le bas de la figure illustre un des mécanismes de vieillissement rapide des semences identifié dans la plage hydrique
intermédiaire (teneur en eau autour de 20 % de masse fraiche [MFI).

sont exposés au froid. La préhumidi-
fication ou le préchauffage des semen-
ces permettent de faciliter la transition
de phase inverse et ainsi de refluidifier
les membranes avant de les exposer
aux contraintes physiques imposées
par I'eau libre du milieu de germina-

Cah Agric, vol. 21, n® 2-3, mars-avril — mai-juin 2012

tion (Hoekstra et al, 1988 ; Sacande
et al. 2001).

Non seulement l'apparente perte de
viabilité des semences de C. arabica
exposées au froid correspond a des
dommages liés a I'imbibition, mais il a
été de plus montré que le stockage des

semences a 5 °C ralentit le stress
oxydant, T'hydrolyse des lipides
neutres et la perte sélective de certains
phospholipides (Dussert ef al., 2006a).
Ces résultats importants remettent en
question un des deux criteres retenus
par Ellis et al. (1990) pour la définition
des semences intermédiaires : 'effet
négatif de I'abaissement de la tempé-
rature de stockage sur la longévité.
Comme chezles semences orthodoxes,
le froid ralentit les mécanismes de
vieillissement cellulaire. La spécificité
des semences intermédiaires quant
a leffet du froid résiderait donc prin-
cipalement dans le comportement
thermotropique de leurs membranes,
notamment la température a laquelle
les membranes changent d’état et se
rigidifient.

En pratique

Apres le dépulpage des fruits par voie
humide, les graines en parche desti-
nées ala semence ne doivent pas suivre
la procédure de séchage classiquement
utilisée pour le café vert. Un ressuyage
suivi d'un séchage rapide sous
ombrage, dans un espace ventilé, est
suffisant pour atteindre la teneur en eau
optimale « haute » de 40 % MF (a la
récolte la teneur en eau des graines est
de 50 % MF). Les semences doivent
alors étre conditionnées dans des sacs
en plastique fermés de maniere hermé-
tique pour éviter toute déshydratation
supplémentaire. Pour les unités de
production de semences ou les labo-
ratoires €quipés d’une chambre, ou
d’une enceinte régulée dont 'humidité
relative peut étre précisément stabilisée
a 45 %, le maintien des semences a
teneur en eau optimale « basse » (10 %
MF) pourra étre envisagé. Cette option,
qui offre théoriquement la plus grande
longévité, requiert néanmoins une
technicité plus élevée. Dans tous les
cas, il est fortement recommandé de
maintenir les lots a 15 °C. Le gain de
longévité par rapport a un stockage
a température ambiante (autour de
25 °C) est important (Van der Vossen,
1977) et cette température de stockage
n’induit pas les dommages a I'imbibi-
tion observés a des températures plus
basses. L'utilisation dun réfrigérateur,
ou d'une chambre froide, a 5 °C est
envisageable si une préhumidification
ou un préchauffage des semences sont
réalisés en sortie de stockage avant le
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Figure 4. Effet du mode de réhydratation sur le pourcentage de germination de semences de C. arabica a
10 % de masse fraiche (MF) conservées pendant 1 an a 5 et 20 °C.

Figure 4. Effect of the rehydration procedure on the germination percentage of C. arabica seeds at 10 % fresh
weight moisture content stored for 1 year at 5 and 20 °C.

semis. Cette piste est a explorer pour
des essais de conservation a moyen
terme des semences de caféiers.

Conservation
a long terme
des semences
de caféiers

Pour les espéces a semences inter-
médiaires, la cryoconservation — le
stockage dans lazote liquide a
- 196 °C — est la seule technique dis-
ponible permettant la conservation a
long terme des ressources génétiques
(Engelmann, 2009). De plus, une étude
récente montre que le colt de conser-
vation d’'une accession de caféier a
moyen et long terme est bien moindre
en utilisant la cryoconservation qu’en
maintenant cette accession dans une
collection en champ, comme cela
est traditionnellement fait pour les

especes a semences intermédiaires et
récalcitrantes (Dulloo et al., 2009).

Etat hydrique optimal
pour la cryoconservation
des semences

La plage de teneurs en eau au sein de
laquelle les graines de caféiers tolerent
une exposition a - 196 °C est extréme-
ment étroite (Eira et al., 1999 ; Dussert
et al., 2001). En général, elle se réduit
méme 4 un état hydrique optimal trés
précis. Chez C. arabica, par exemple,
cet état optimal est atteint a I'équilibre
dans une atmospheére ayant une humi-
dité relative de 81 %. Toute humidité
relative tres légerement inférieure ou
supérieure a 81 % (plus ou moins 1 %)
conduit a une chute brutale du taux de
survie des semences cryoconservées
(Dussert et al., 2006b).

Exprimé en teneur en eau, l'état
hydrique optimal pour la cryoconser-
vation des semences differe beaucoup

selon les especes de caféiers (Dussert
et al., 2001). Néanmoins, il correspond
toujours a l'état hydrique en dessous
duquel I'eau contenue dans les cellules
ne cristallise plus lors de leur refroi-
dissement. Ceci a pu étre démontré a
l'aide de la microcalorimétrie différen-
tielle a balayage qui permet de mesurer
les flux de chaleur dans un tissu lors de
son refroidissement et de son réchauf-
fement. La cristallisation étant un
phénomene exothermique, il est ainsi
possible de mesurer la quantité de
glace qui se forme dans les semences
en fonction de leur teneur en eau
(figure 5). Dans les semences de
C. arabica, l'enthalpie de transition
(flux de chaleur mesuré) décroit de
maniere linéaire en abaissant la teneur
en eau des semences de 0,6 2 0,23 g
H,O/g MS (de 37 a 18 % MF). En
dessous de ce seuil, seule la chaleur
associée a la cristallisation des lipides
de réserve est enregistrée (figure 5).
Cette teneur en eau seuil est appelée
teneur en eau non cristallisable. Chez
toutes les especes de caféiers testées,
elle coincide avec Pétat hydrique
optimal pour la cryoconservation,
démontrant ainsi qu'il est strictement
nécessaire d’éviter la formation de
glace intracellulaire pour la survie des
semences.

L’état hydrique optimal pour la cryo-
conservation des semences est en
revanche trés peu variable entre les
especes du genre Coffea lorsqu’il est
exprimé en termes d’humidité relative
a I'équilibre (Dussert et al., 2001) : il
est toujours atteint par déshydratation
dans une atmosphere dont 'humidité
relative est proche de 80 %. La varia-
bilité observée lorsque I'état hydrique
optimal est décrit par la teneur en eau
reflete en réalité celle existant au sein
du genre pour la teneur en lipides des
semences (10 a 35 % MS) : plus les
semences sont riches en lipides, plus
la teneur en eau optimale est basse.
Cette teneur peut dailleurs étre pré-
dite en fonction de la teneur en lipides
(Hor et al., 2005).

Effets des modes
de refroidissement
et de réchauffement
des semences

Le controle de l'état hydrique des
semences de caféiers n’est pas
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Figure 5. Correspondence between the optimal hydration status for seed cryopreservation (lower graph) and
the unfrozen water content of seeds, as measured by Differential Scanning Calorimetry (upper graph).

toujours suffisant pour qu’elles tole-
rent une exposition a - 196 °C. Trois
groupes d’especes peuvent globale-
ment étre identifiés dans le genre
Colfea (Dussert et al., 2001).

Dans le premier groupe d’especes,
dont les semences sont les plus
tolérantes a la dessiccation (par exem-
ple C. pseudozanguebariae, C. race-
mosa et C. sessiflora), ces dernieres

Cah Agric, vol. 21, n® 2-3, mars-avril — mai-juin 2012

peuvent étre simplement immergées
dans lazote liquide et réchauffées
pendant quelques minutes a 40 °C
pour supporter sans dommages la
cryoconservation.

Pour les especes du second groupe qui
inclut C. arabica, un contrdle précis de
lavitesse de refroidissement (10 °C/min)
et de la vitesse de réchauffement
(58 °C/min) est nécessaire pour avoir

un taux de germination identique a
celui des graines témoins (Dussert
et al., 2000b). Ce protocole a permis
d’obtenir des taux de survie tres élevés
(supérieurs a 80 %) pour toutes les
accessions de C. arabica testées
jusqu’a présent (une centaine environ
au CATIE, Costa Rica, et une autre
centaine a 'IRD, Montpellier), qu’elles
correspondent a des variétés tradition-
nelles, des mutants, des lignées intro-
gressées ou des formes sauvages.

Le troisieme groupe contient les espe-
ces dont les semences sont les plus
sensibles a la dessiccation (par exem-
ple C. brevipes et C. canephora). A ce
jour, les conditions nécessaires pour
que leurs semences supportent la
cryoconservation n’ont pas été deéfi-
nies. En revanche, apres leur réchauf-
fement, les embryons extraits des
semences cryoconservées germent in
vitro (Dussert et al., 1997 ; Dussert
et al., 2001), ce qui constitue une
alternative intéressante pour la sauve-
garde a long terme des ressources
génétiques des especes de ce troisicme
groupe. Cela montre a nouveau la
différence qui existe entre 'embryon et
l'albumen pour leurs seuils respectifs
de tolérance aux stress hydrique et
thermique.

Perspectives

Bien que des progres aient été faits
dans la compréhension des mécanis-
mes impliqués dans le vieillissement
des semences de caféiers, et sur les
bases de I'état hydrique optimal pour
la cryoconservation, de nombreux
aspects de leur comportement restent
a €lucider. Par exemple, leffet des
basses températures positives (+ 5 °C)
n'a été que partiellement exploré. La
raison pour laquelle les semences de
C. arabica doivent étre refroidies len-
tement pour supporter la cryoconser-
vation est toujours inconnue. Il serait
également intéressant de comprendre
pourquoi la plage d’humidité relative
au sein de laquelle les semences
tolerent une immersion dans l'azote
liquide est si étroite, alors que celle
entre la teneur en eau non cristallisable
(humidité relative de 80 %) et le seuil
de sensibilité a la dessiccation (humi-
dité relative de 30 %) est assez large.
Enfin, comme nous l'avons vu, la
sensibilite a4 la dessiccation des




semences intermédiaires reste le prin-
cipal obstacle tant pour leur conserva-
tion a court terme que pour leur
cryoconservation.

A ce jour, la nature des dommages
responsables de la perte de viabilité
de ces semences lors de leur déshy-
dratation, et les bases de la variabilité
interspécifique observée pour ce carac-
tere, n‘ont pas été élucidées. Grace
au développement récent d’outils
de génomique fonctionnelle chez le
caféier (Joét et al., 2012), nous avons
entrepris la comparaison du transcrip-
tome de la semence de caféier au cours
de sa maturation a celui d’'une semence
orthodoxe. Mais cette approche devra
étre complétée par d’autres stratégies.
Notamment, plusieurs résultats sugge-
rent que les changements d’état des
membranes sont responsables de dom-
mages qui prennent place lors de
I'imbibition des semences. Dans cette
perspective, les nouveaux outils d’ana-
lyse globale des lipides (Welti et al.,
2007) devraient permettre de caracté-
riser de manicre précise la composi-
tion des systemes membranaires des
semences de caféiers et, a terme, de
mieux décrire leur comportement bio-
physique lors de la déshydratation et
de la réhydratation des semences. Ml
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