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ﬂDGR Conservation

» Banques de genes
 Plantations, Populations d’amélioration (essais),

ex-situ jardins botaniques, peuplements conservatoires
/ * In vitro conservation de graines, pollen et tissus
CONSERVATION I I

* Aires protégées ( réserves, parcs nationaux )

In-situ » Foréts naturelles gérées a des fins de production
ou de protection

» Parcs agroforestiers, foréts sacrées

Foréts naturelles
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Meéthodes de conservation

L'utilisation des techniques de culture in vitro
est d'un grand intérét pour conserver :

1) les ressources geénetiques d’especes a
semences récalcitrantes et  propageées
végétativement ;

2) les produits de la biotechnologie
(génotypes elite, lignees cellulaires
productrices  de metabolites, materiel
généetiqguement modifie) ;

3) les especes rares et menaceées.




Meéthodes de conservation

La conservation a moyen terme est realiseée en
reduisant la croissance du matériel végetal, ce qui
permet d’espacer les repiquages. Des protocoles de
stockage en croissance ralentie sont employés pour
de nombreuses especes tropicales et tempeéreées.

Pour la conservation a long terme, Ila
cryoconservation (azote liquide, -196 °C) permet de
stocker le mateéeriel vegétal sans modifications ni
altérations pendant des durees prolongées, a l'abri
des contaminations et avec un entretien réduit.




Meéthodes de conservation

La cryoconservation est bien développée avec les
especes a multiplication végeéetative.

Les recherches sont nettement moins avancees avec
les especes a semences récalcitrantes, du fait de
certaines de leurs caractéristiques, telles Ileur
sensibilité élevee a la dessiccation,

leur complexite structurale

et leur hétérogénéite en termes de stades de
développement et de teneur en eau a maturite.




Conservation en croissance ralentie

Pour la croissance en vie ralentie, |Ia
technique la plus largement utilisée est la
reduction de la température qui peut étre
combinée avec une diminution de l'intensite
lumineuse ou avec une culture a I'obscurite.

Des températures de |'ordre de 0-5 °C sont

employées pour les especes tolérantes au
froid.




Conservation en croissance ralentie

Les especes tropicales sont souvent sensibles au
froid et doivent étre conservees a des températures
plus élevées, qui dépendent de leur sensibilité au
froid. Diverses modifications peuvent egalement étre
apportées au milieu de culture afin de ralentir la
croissance.

Les techniques de conservation a moyen terme sont
utilisees en routine pour de nombreuses especes, a
la fois d’origine tropicale et tempéréee, telles que la
pomme de terre, les Musa spp. et le manioc.




Conservation en croissance ralentie

En 1996, la FAO recensait environ 38 000 accessions
conserveées in vitro en vie ralentie.

Si la conservation in vitro semble une option simple
et pratique pour la conservation a moyen terme de
nombreuses especes,

son utilisation nécessite une adaptation a chaque
nouveau materiel ainsi que des apports continus
d’intrants,
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Conservation en croissance ralentie

Des questions se posent quant a la stabilité
genéetique du mateériel stocke pour certaines especes.

Des directives techniques ont eté publiées
recemment qui peuvent servir de guide aux
chercheurs et gestionnaires des banques de genes
pour |'établissement et la gestion des collections in
vitro de ressources genetiques.




Cultures in vitro en conditions de croissance réduite :

Avantage: Exemple : Conservation de culture
Faible surface / jardin botanique de bananes

Inconvénients:

Importantes charges de travai

risque de pertes : contaminations,
erreur humaine

variations somaclonales
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Cryoconservation

Meilleure solution : la crgpmpsEseateiion
Stockage a 3+966C

» Cryopréservation de cultures de tissusl00 especgs
» Cyopréservation de graines récalcitrantes40 especes

» Conservation de souches de cellules fortement productricdse metabolites
secondaires

» Conservation de tissus genéetiqguement modifies

N




Cryoconservation

N

Cryoconservation

e Conservation de mateériel vivant a tres
basse température
o Azote liquide (-196°C)
- Vapeurs d’'azote (-150°C)

e Etat de vie suspendue, réeversible




Problematique :

Conservation d’especes en voie de disparition :

Objectif agronomique : réservoir de variabilité utilisable pour dassplle sélectior

Objectif médical : réservoir de substances actives inconnues

Objectif éthique : préservation d’une richesse de nature non-marchande
Conservation de variétes agronomiques ou horticoles intéressantes

Eviter de perdre les variétés tombées en abondance

Erosion génétique des espéces a multiplicationtaégé

/

Conservation de graines

orthodoxes a basse Especes a multiplication

temperature vegetativgpomme de terre,
bananier, manioc)

Graines récalcitrantes

Souches de cultuna vitro




Cryoconservation

-

Applications

La résistance a la congélation a été prouvee
pour de nombreux matériels (semences
orthodoxes et intermédiaires, bourgeons
dormants, pollen, cultures in vitro).

Le développement de la cryoconservation est
beaucoup plus avance pour les especes
multipliees vegéetativement que pour celles a
semences récalcitrantes.
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Cryoconservation
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Principes

Les progres realises recemment dans la mise
au point de techniques simples et
performantes de cryoconservation et dans la
comprehension des phénomenes physiques

et biochimiques vy afférant devraient
accroitre son emploi dans les programmes de
conservation des ressources genetiques et de

biotechnologie.

N




Cryoconservation
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Principes

o Eviter la formation de cristaux dans le cytoplasme
- Congélation rapide
- Déshydratation des échantillons
- Séchage a l'air

- Déshydratation par congélation lente

N




Cryoconservation
. N

Déshydratation par congélation

e Prérefroidissement (- 40°C)

H,O
Abaissement du c
—p potentiel hydrique du
milieu extracellulaire H,O
Formation de cristaux dans le H,O +

milieu extracellulaire Déshydratation de I'échantillor

Le cytoplasme reste en surfusion

—



Cryoconservation
e N

Vitrification du milieu intracellulaire

e Solidification non-cristalline du cytoplasme

- Concentration de solutés osmoprotectants

- Congelation rapide




Cryoconservation

Substances cryoprotectrices

« DMSO, glycérol, proline

e Adaptation metabolique:

o Froid
- Réduction photopériode
- ABA

\

[solutés ]/

™ Sucres, proline

glycine bétaine

N




Cryoconservation




Deux techniques différentes de cryoconservation sont utilisées selon I'état
de vegetation du bourgeon cryoconserve (dormant : fleches bleues pointillees ;
végetation active : fleches bleues continues)

- |Atbrel _ Bouturage [piey mere
— ]
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: \ Matériel en véegétation
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|
|

= Désinfection et micro-dissection

-~ Multiplication in vitro ‘\»‘ Enracinement I.*I

E— Bourgeon dormant ‘Inclusion en billes l Sortie en serre
Décongélation ) |

Pré-conditionnement |<—"

—

Congélation et conservation
a-196°C



Cryoconservation

Récipient d’azote
liquide avec des
echantillons
vegetaux
cryopreservees



