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Abstract: Optimization process of coconut plumule cryopreservation. The co-
conut is a plant with recalcitrant oleaginous seed, one of the largest of the plant king-
dom with embryo with no dormancy. It has a great socio-economic impact and is also
well known for coconut water, coconut milk which get unequalled nutritive character-
istics. Detailed analyses have been point out the important presence of certain nutri-
tive elements with high concentration in sorbitol and certain growth regulators (cyto-
kinin) with uncommon rates on seeds. In order to improve the percentage of success
in survival and in recovery of encapsulated-dehydrated cryopreserved plumules, the
addition of sorbitol and ABA (abscisic acid), which is known to have an effect on
dormancy maintenance, on water balance and stress tolerance acquisition, were stud-
ied on embryos from Sri Lankan Tall ecotype under three types of conditioning (em-
bryo set on albumen core or simply on top of solidified agar or immersed into KCl
solution). The conditioning shows that the surrounding medium around the embryo
(albumen or medium supply) was not primodial, as in agar support the only presence
of water is sufficient to the good maintenance of embryos and to the good reactivity
of plumules used in different pretreatments. ABA present an important significant
effect depending treatments on survival and recovery of the development of the
gemmule, in comparison to sucrose 0.75 M cryoprotector. According to in progress
analysed data, this effect was not observed for sorbitol.

ABA/ encapsulation-dehydration/ gemmule development/ histology/ send-
ing explant conditionning

Résumé : Le cocotier, plante oléagineuse a intérét socio-économique important, est
aussi connu pour son eau de coco (albumen liquide) et son lait de coco aux caracté-
ristiques nutritives uniques. Des analyses fines ont mis en relief 'importance de
certains éléments nutritifs avec de fortes concentrations en sorbitol, et en certains
régulateurs de croissance (cytokinines) a des taux peu communs chez les graines.
Afin d’améliorer les pourcentages de réussite a la survie et a la reprise des plumules
cryoconservées par la technique d’encapsulation/déshydratation, 'adjonction de
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sorbitol et I’ABA (acide abscissique) a été étudiée sur des embryons issus de
I’écotype Grand du Sri Lanka provenant de trois types de conditionnement pour
I’envoi (embryon conditionné, avant expédition, dans sa carotte d’albumen ou sim-
plement posé sur un support gélosé ou immergé dans une solution de KCI). Le
conditionnement montre que le milieu entourant 'embryon (albumen ou apport de
milieu) n’est pas primordial, un support gélosé seul, sans milieu de culture, suffit au
bon maintien des embryons et a la bonne réactivité des plumules utilisées apres les
différents prétraitements. L'ABA présente un effet significatif important selon le
prétraitement, sur la survie et la reprise du développement par rapport au cryopro-
tecteur sacchaorose 0,75 M. Selon I'analyse des données en couts, cet effet n'a pas
pu étre mis en évidence pour le sorbitol.

ABA/ conditionnement des échantillons avant envoi/ encapsulation-
déshydratation/ développement de la gemmule/ histologie

1. INTRODUCTION

Le cocotier (Cocos nucifera 1..) est une plante oléagineuse pérenne cultivée
dans plus de 90 pays sur pres de 12 millions d’hectares. 11 joue un réle socio-
économique primordial dans toute la zone intertropicale humide, en assu-
rant un revenu monétaire a des millions de petits planteurs. Ces derniers
assurent 95 % de la production mondiale, sur des plantations de 0,2 a 4 ha
[20], [27]. Cette plante leur fournit également les maticres indispensables a
leur vie : nourriture, boisson, habitat. C’est ainsi que le cocotier est parfois
dénommé « I'arbre aux cent usages ». Cette plante connue pour la produc-
tion en huile de coprah (albumen déshydraté) est aussi connue pour son eau
et son lait de coco (albumen liquide) dont les caractéristiques nutritives en
font un des apports nutritifs les plus utilisés en nutrition infantile [3], [10],
mais également dans le domaine de la culture 7z vitro des plantes [36],] 32],
[11], [43]. Des analyses fines du lait de coco ont mis en relief 'importance de
certains éléments nutritifs dont 3 hexitols (sorbitol, sey/o-inositol, myo-
inositol) présentant de fortes concentrations (sorbitol : 15 000 ppm) ; seyllo-
inositol : 500 ppm ; mye-inositol : 100 ppm) [38]. Bien que ’étude menée par
ces auteurs sur I'activité de ces hexitols sur la croissance de tissus de carotte
ait montré une moindre réactivité du sorbitol par rapport au myo-inositol, il
demeure important d’en vérifier I'action sur la culture de tissus de cocotier.
Par ailleurs, le sorbitol, non détecté dans ’haustorium [partie distale du coty-
lédon qui joue un réle de sugoit], a présenté une concentration élevée (au-
tour de 6 g.}1) dans I’eau de coco [26]. Le sorbitol fait partie des cryoprotec-
teurs les plus communément utilisés et ajoutés dans le milieu de préculture
avec un autre polyol (mannitol) et chez les sucres, le saccharose et le glucose
[12]. Il rentre souvent dans la composition des cocktails de cryoconservation
par vitrification, en association avec le glycérol, le DMSO [9], [28], ou se
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retrouve associé au saccharose pour la conservation a long terme au froid de
U Asparagus officinalis [16]. La recherche d’acide abscissique (ABA) dans les
embryons de cocotier issus de graines matures a montré qu’il était tres fai-
blement présent, avec des valeurs de 0,548 nmol.g! MS (Hocher, communi-
cation personnelle), comparativement aux résultats obtenus sur I'embryon
zygotique de palmier a huile avec 165 nmol! MS [1]. L’ABA est connu en
tant quhormone végétale jouant un role déterminant dans le développement
et la germination des graines, mais aussi dans les mécanismes de réponse des
plantes aux stress osmotiques dus a divers facteurs (déshydratation, congéla-
tion, milieux salins). II joue un tréle important dans les processus
d’acquisition de la tolérance a ces stress [23]. Un certain nombre de travaux
rapportent Ueffet de 'apport I’ABA exogene agissant avec un haut niveau
de protection contre les dommages des tissus pendant la déshydratation et la
congélation [7], [43], [19]. Cet effet peut étre aussi amplifié en ajoutant du
saccharose [7].

Par ailleurs, 'amplification des échanges internationaux de germoplasme
entre pays membres du Cogent (Coconut genetic resources network) et les
laboratoires du Sud implique 'emploi de mode de conditionnement du ma-
tériel respectant les recommandations de bases pour les échanges interna-
tionaux uniquement autorisés sous la forme de pollen ou d’embryon [20],
[25], [27]. La connaissance du transfert de matériel, sous la forme
d’embryon, releve donc du plus grand intérét dans le cas de travaux de cryo-
conservation. Le transfert d’embryon pour une introduction zz witro ulté-
rieure a été réalisé sous la forme de carotte d’albumen [35], ou en immersion
dans une solution de KClI [2]; ou sous la forme d’embryon sur un support
d’eau plus agar (Fernando, communication personnelle).

Cet article fait le point des travaux visant a optimiser le protocole de
cryoconservation de la plumule de cocotier afin d’accroitre les faibles taux
de reprise (20 %) obtenus précédemment [33], [35]. Nous avons étudié
I'influence du type de conditionnement du matériel avant expédition ainsi
que leffet de PABA, ou de sorbitol connus pour leur action cryoprotectrice.

2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé est sous la forme de plumules (méristéme cau-
linaire entouré de 2 a 3 niveaux de feuilles primordiales) excisées
d’embryons matures (12 a 14 mois apres la pollinisation). La variété de coco-
tier utilisé est le Grand du Sri Lanka (GSL). Les expérimentations ont été
conduites sur du matériel conditionné pour I'envoi de trois différentes fa-
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cons : carottes d’albumen (ALB), embryons dans des cryotubes contenant
un support gélosé (SW) ou une solution de chlorure de potassium (KCI). La
collecte des noix, le prélevement des carottes d’albumen et le conditionne-
ment des embryons dans les cryotubes ont été réalisés au CRI (Sri Lanka).
Lextraction des cylindres d’albumen a été réalisée selon le protocole décrit
par Assy Bah ez al. [2] avec 'emploi d’une solution d’hypochlorite de sodium
(8 % de chlore actif) pendant 20 min, suivie de trois rincages. A la réception
du matériel une nouvelle désinfection est effectuée sur les carottes
d’albumen puis sur les embryons excisés dans une solution d’hypochlorite
de sodium a 6 % de chlore actif pendant 20 min pour les carottes d’albumen
et 5 min pour les embryons, suivi d’un important rincage. Les plumules sont
ensuite excisées en conditions aseptiques sous hotte a flux laminaire a I'aide
d’une loupe binoculaire suivant le protocole décrit par Chan ez a/. [8].

2.2. Préculture

Afin de s’affranchir au maximum des risques importants de contamina-
tion avant d’entamer la phase de cryoconservation, les plumules excisées
sont placées dans des boites de Petri (diametre 5 cm), a raison de trois plu-
mules par boite, pendant au moins quatre jours sur un milieu standard pour
une étape de « préculture ».

Le milieu standard contient les macro et micro éléments d’Eeuwens [13]
dépourvus de fer, les vitamines de Morel et Wetmore [29] modifiées avec 1
mg " de biotine, sans hormones, additionné de 1 ml FeEDTA (selon Jacob-
son 1951 dans George et Sherrington) [18], 100 mg.-! d’acide ascorbique,
30 mgl' adénine sulfate et 2 g1 de charbon actif (Sigma C-5385). Ce milieu
est complété par 0,12 M de saccharose. Le pH est ajusté a 5,0 avant
I’addition de charbon. Le milieu est solidifié a 'aide de 4 g.l-! de Phytagel™
(Sigma P-8169) et autoclavé pendant 30 minutes a 112 °C. Les plumules
sont cultivées dans des tubes a essai (24 x 150 mm) contenant 20 ml de
milieu. Les plumules sont placées a 'obscurité a une température de 27 °C,
jusqu’a ce que la gemmule émerge avec 3 ou 4 feuilles.

2.3. Encapsulation-déshydratation

Les plumules ne présentant pas de contamination a lissue de la « pré-
culture » sont déposées a la surface d’une solution d’alginate de sodium
(Sigma 250 cps) 3 % (v/v) constituée du milieu standard et de 0,15 M de
saccharose. La solution contenant les plumules est distribuée, goutte a
goutte, a 'aide d’une pipette stérile dans une solution de chlorure de calcium
contenant 0,15 M de saccharose a température de la salle. Chaque bille
d’environ 4 mm de diameétre contient une plumule. Les billes sont prétrai-
tées (P) pendant 3 jours dans le milieu standard liquide contenant 0,75 M
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ou/et 1 M de saccharose complété selon 'expérimentation par une combi-
naison d’ABA, ou de sorbitol. I’ABA est stérilisé par filtration et ajouté au
milieu apres autoclavage. Une vingtaine de billes sont pour cela immergées
dans 30 ml de milieu contenu dans des Erlenmeyers de 125 ml et placés sur
agitateur rotatif sous 90-100 rpm. Une déshydratation de 16 h est réalisée
dans des boites a pesées de 125 ml remplies de 40 g de silicagel, 20 plumules
encapsulées étant déposées sur un papier filtre placé a la surface du silicagel.
A la fin de la déshydratation une moitié des billes est transférée sur milieu
standard, I'autre moitié étant introduite dans des cryotubes de 2 ml et im-
mergée directement dans I'azote liquide (AL). Aprés une conservation d’au
moins 2 h, les cryotubes subissent un réchauffement rapide dans un bain-
marie a 40 °C pendant 3 min. Les billes cryoconservées sont transférées en
tubes a essai sur milieu standard, a raison d’une par tube.

2.4. Facteurs étudiés pouvant affecter la survie et la reprise

Les facteurs étudiés sont: (1) le type de conditionnement des embryons
lors de leur envoi, carottes d’albumen (ALB), embryons dans les cryotubes
contenant un support gélosé (0,45 % agar) (SW) ou une solution de 16,4 g
KCI (KCI), pour une durée de 7 jours ; (2) P'adjonction d’ABA (0, 10, 20, 40
uM) en combinaison avec 0,75 M de saccharose et une durée de 16 h de dés-
hydratation. (3) I'addition de sorbitol (0 ; 0,03 ; 0,11 ; 0,27 ; 0,55 M) en combi-
naison avec ou sans 0,75 M de saccharose et une durée de 16 h de déshydrata-
tion. L’apport I’ABA et de sorbitol a été réalisé sur des plumules issues
d’embryons conditionnés dans leur carotte d’albumen (ALB).

Toutes les expérimentations ont été complétement randomisées avec
deux a trois répétitions de 4 a 16 plumules par traitements. La survie est
estimée a 2 mois par le pourcentage des plumules présentant un gonflement
des tissus. La reprise est estimée entre 4 mois et 8 mois, par le pourcentage
des plumules présentant le développement de la gemmule. La teneur en eau
des billes d’alginate, exprimée en gramme d’eau par gramme de matiere
seche (g.g'! MS) a été déterminée en déshydratant des lots de 20 billes vides
d’alginates dans un four a 60 °C pendant 72 h. La significativité des données
a été évaluée en utilisant le test d’indépendance du y? a P = 0,05 avec la
correction de Yates. Toutes ces analyses statistiques ont été faites sous le
logiciel Statistica.

2.5. Etudes histologiques

Parallélement aux observations faites lors du développement morpholo-
gique 7 vitro, une étude histologique, utilisant I’histologie photonique classi-
que, a été menée sur les plumules ayant subi les différentes étapes du procé-
dé de cryoconservation avec les traitements « conditionnement », « ABA » et
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«sorbitol ». Le matériel utilisé est sous la forme de plumules excisées des
embryons issus des trois types de conditionnement (ALB, SW, KCI). A cha-
que étape, des plumules ont été fixées dans le fixateur et incluses dans la
résine LBK (Histo-Technik). Les plumules sont fixées et traitées selon la
méthode décrite par Buffard-Morel e a/ [6]. Des coupes de 3 a 4 pm
d’épaisseur sont obtenues a 'aide d’un ultra-microtome (Historange LBK
UK) et les sections subissent une double coloration par la réaction a ’acide
périodique Schiff (PAS) et la réaction spécifique des protéines Naphtol blue
black (NBB) [15]. Le PAS colore en rose poutpre les réserves glucidiques
(amidon) et les parois cellulaires cellulosiques et le NBB colorient spécifi-
quement en bleu les protéines solubles ou de réserves [0].

3. RESULTATS

3.1. Effet du conditionnement sur la reprise de croissance de la
gemmule

Le type de conditionnement du matériel pour son expédition a son im-
portance et 'observation des données présentées dans le tableau I montre
un effet significatif sur la reprise de croissance de la gemmule. En effet, le
prétraitement 0,75 M de saccharose montre que dans les conditions (+D/-
AL), les conditionnements les plus favorables sont KCI (25 %) et SW (22 %)
et présentent une différence significative avec ALB avec respectivement des
valeurs de y2cor = 5,19, p = 0,0227 et y2cor = 4,60, p = 0,00321. Dans les
conditions (+D/+AL), la réponse est moins marquée, cependant on note
que le conditionnement le plus favorable est encore SW (27,59 %) avec une
différence avec ALB au seuil p = 0,0693 (y*cor = 3,30).

L’augmentation de la concentration en sucre (prétraitement 1 M de sac-
charose) montre que dans les conditions (+D/-AL), il n’y a pas de diffé-
rence marquée au seuil 0,05, cependant une légere différence peut étre ob-
servée entre ALB (23,81 %) et SW (44,90 %) (y*cor = 3,53, p = 0,0601).
Cependant, avec les conditions (+D/+AL), la réponse est ici significative-
ment plus marquée, entre ALB (21,43 %) et SW (40 %) (y*cor =9,
p = 0,0027). On peut noter aussi une légere différence entre KCI et SW
pout p = 0,0603 (y2cor = 3,53).
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Tableau I : Effet du type de conditionnement sur la reprise de croissance de la
gemmule des plumules apres déshydratation et congélation dans ’azote liquide.

Conditionnement Saccharose Pourcentage de reprise

(-D/-AL) (+D/-AL) (+D/+AL)

0,75M
ALB 96,15 a 476a 9,00 a
KC1 100 a 25,00 b 24,39 a*
SW 100 a 2292b 27,59 a*
M

ALB 92,00 a 23,81a 21,43 a
KC1 95,65 a 34,21 a** 19,51 a***
SwW 96,30 a 44,90 a** 40,00 br**

Les valeurs présentes dans la méme colonne pour une concentration en sucre donnée qui
présentent la méme lettre ne sont pas significativement différentes pour p < 0,05 avec la
correction de Yates. Cependant les valeurs assignées d’'un méme astérisque sont différentes
pour une valeur de p correspondante : * pour p = 0,0693 ; ** pour p = 0,0601 ; *** pour
p = 0,0603. ALB : carottes d’albumen ; KCl : solution de chlorure de potassium ; SW : em-
bryons dans les cryotubes contenant un support gélosé. D : déshydratation ; AL : azote li-
quide. Nombre d’échantillons étudiés dans I'expérience : a) pour 0,75 M (120 ALB, 114 KCI,
136 SW) ; b) pour 1 M (117 ALB, 110 KCl, 136 SW).

L’étude de Peffet de la concentration en saccharose par type de condi-
tionnement et de conditions (¥D/*AL) montre que celui-ci s’est avéré
relativement faible dans le cadre de nos expérimentations et ne s’est avéré
significatif que dans trois situations. Dans ces trois cas la concentration la
plus performante a été a chaque fois 1 M.

L’observation de la perte d’eau des billes pour les différents types de
conditionnement (58 a 71 % MF) montre que la concentration en saccha-
rose du prétraitement, n’a pas d’effet significatif sur la perte en eau des billes
(% MF). Cependant, I’étude de la teneur en eau des billes apres 16 h de dés-
hydratation (fig. 1) montre des différences significatives entre ALB et KCl
pour 1 M saccharose (y2cor = 5,50 ; p = 0,0191). Pour 0,75 M, cette diffé-
rence est observée pour deux des conditionnements, ou elle s’avere signifi-
cative entre ALB (0,07 gH20.g1 DW) et SW (0,23 g.H20.g1 DW)
(x2cor = 8,82 ; p = 0,0030) et tres hautement significative entre ALB et KCl
(0,34 ¢.H20.g' DW) (x*cor = 20,74 ; p = 0,0000).
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Figure 1 : Effet du type de conditionnement sur la teneur en eau des billes apres 16
heures de déshydratation.

Les valeurs présentes dans la méme colonne pour une concentration en sucre donnée qui
présentent la méme lettre ne sont pas significativement différentes pour p < 0,05 avec la
correction de Yates. ALB : carottes d’albumen ; KCl: solution de chlorure de potassium;
SW : embryons dans les cryotubes contenant un support gélosé.

3.2. Effet du traitement ABA, sur la survie et la reprise de
croissance de la gemmule

3.2.1. Survie

Les données expérimentales montrent que le prétraitement des plumules
encapsulées en présence d’ABA peut avoir ou non un effet sur leur survie en
fonction des combinaisons D/AL (fig. 2a). Pour la combinaison (-D/+AL),
on observe que 10 pM ABA permet d’obtenir 38,10 % de survie, alors que
Pabsence ’ABA (OABA) conduit a 5,88 % de survie. Cette différence est
cependant peu marquée, au seuil p = 0,0525 (y2cor = 3,76). Dans le cas de la
combinaison (+D/+AL), 'adjonction ’ABA permet une meilleure réponse
avec 10 uM ABA (53 %) par rapport a 20 uM ABA (14 %) [différence signi-
ficative (y2cor = 5,05, p = 0,02406)].
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Figure 2a : Effet de I'acide abscissique (WM) sur la survie de la plumule apres les

traitements de déshydratation et de congélation dans ’azote liquide.

Les valeurs présentes dans la méme colonne pour une concentration en sucre donnée qui
présentent la méme lettre ne sont pas significativement différentes pour p < 0,05 avec la
correction de Yates. D : déshydratation; AL : azote liquide. Nombre d’échantillons étudiés
dans 'expérience : 95 (-D/-AL) ; 76 (D/+AL) ; 95 (+D/-AL) ; 82 (+D/+AL).

3.2.2. Reprise

Dans le cadre des observations de la reprise de croissance de la gemmule
(tig. 2b), nous observons un effet positif de 'apport ’ABA au milieu de
prétraitement, surtout pout la condition (+D/-AL). Tous les traitements
+ABA présentent une différence significative avec le control OABA
(4,35 %) avec respectivement pour 10 pM ABA et 20 pM ABA (41,67 %) et
des valeurs de y2cor = 7,16, p = 0,0075, et y2cor = 8,56, p = 0,0034 pour
40 uM ABA (45,83 %). Pour la condition (+D/+AL) une seule différence
significative a été constatée entre 0ABA (8,70 %) et la concentration 20 uM
ABA (38,10 %) (x2cor = 3,86, p = 0,0495).
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Figure 2b : Effet de 'acide abscissique (uM) sur la reprise de croissance de la
gemmule des plumules apres les traitements de déshydratation et de congélation
dans I'azote liquide.

Les valeurs présentes dans la méme colonne pour une concentration en sucre donnée qui
présentent la méme lettre ne sont pas significativement différentes pour p < 0,05 avec la
correction de Yates. D : déshydratation; AL : azote liquide. Nombre d’échantillons étudiés
dans Pexpérience identique a la Figure 2a.

Le traitement ABA provoque une perte d’eau croissante, passant de
62,30 %, 66,88, 68,25, a 69,78 %, respectivement pour 0, 10, 20 et 40 uM
ABA. Cependant, aucune différence significative n’a pu étre mise en évi-
dence entre ces différentes concentrations.

Au stade de expérimentation en cours, I’addition de sorbitol au milieu de
prétraitement n’a pu mettre en évidence un effet significatif marqué sur la
survie et la reprise par rapport au milieu saccharose seul (résultats non présen-
tés). Cependant, le sorbitol associé au saccharose a favorisé certains dévelop-
pements similaires 4 ceux observés avec (0,75 M saccharose +D-AL) mon-
trant la formation d'flots de cellules isolées en divisions ayant constituées une

paroi cellulaire externe, ou dans le cas présenté figure (4D) apres
(ABA+D+AL) (résultats non présentés).
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3.3. Histologie

3.3.1. Effet du saccharose et de la déshydratation sur la cryoconservation des
tissus de la plumule issus d’embryon ALB
Nous observons, a partir d’une coupe transversale de matériel sans aucun
traitement (-P/-D/-AL), des cellules homogenes. Les cellules présentent un
cytoplasme dense avec un nucléole distinct. Des cellules en division peuvent
étre observées (fig. 3A).

Figure 3 : Plumules ayant subi les différentes combinaisons de prétraitement 0,75M
saccharose, déshydratation et immersion dans I'azote liquide.

(A), Plumule témoin (-P-D-AL) (bar 380uM) ; (B), -P-D+AL (bar 300uM) ; (C), +P+D-AL
(bar 740uM) ; (D), +P+D+AL (bar 450uM). PF, primordium foliaire ; DA, déme apical ; GA,
grains d’amidon ; IC, ilot de cellules ; NP, noyau picnotique (da vraisemblablement a une
condensation de la chromatine) ; ZV, zone vacuolaire ; RC, rétractation du cytoplasme. P,
prétraitement saccharose ; D, déshydratation 16h ; AL, immersion dans ’azote liquide.

Quand les plumules sont immergées dans I'azote liquide sans prétraite-
ment (-P/-D/+AL) nous pouvons observer la condensation du cytoplasme.
Les noyaux sont fortement colorés de fagon homogene avec le NBB. Les
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noyaux sont de coloration dense, du a la condensation de la chromatine des
cellules en division. Ici nous pouvons observer le comportement homogene
des cellules face a 'immersion dans ’azote liquide (fig. 3B).

Aprés un prétraitement et déshydratation et sans 'immersion dans AL
(+P/+D/-AL), nous obsetvons que le prétraitement et la déshydratation a
provoqué une grande hétérogénéité de réponse des cellules. Des zones va-
cuolaires sont maintenant présentes avec une perte de la position centrale
par le noyau. Nous observons des ilots de cellules isolées en divisions ayant
constitué une paroi cellulaire externe. Si la reprise de croissance est obse tvée
cela devrait étre a partir des cellules du dome du méristéme caulinaire et de
ces flots de cellules (fig. 3C). Quand ces plumules, prétraitées au saccharose
et déshydratées, sont immergées dans AL, une plus grande hétérogén éité
peut étre observée dans les cellules de la partie centrale. Le stress de la dés-
hydratation n’est pas réversible, mais on peut cependant observer que quel-
ques cellules sont résistantes au stress, car on distingue aussi des ilots de
cellules isolées en divisions (fig. 3D).

3.3.2. Effet du saccharose et de PABA sur Ia déshydratation et la
cryoconservation des tissus de Ia plumule issus d’embryon ALB

Ce prétraitement saccharose observé précédemment, a été complété par
I'addition d’ABA (0, 10, 40 pM). Comme dans les plumules témoins (fig. 3A,
C), la bonne conservation de la «sphéricité » des cellules du dome est
conservée, aussi bien quand ces plumules sont déshydratées (+10 uM ABA/
+D/-AL) (fig. 4C), ou immergées dans AL sans déshydratation (+10 pM
ABA/-D/+AL) (fig. 4B). On distingue bien que les cellules du dome ont
mieux résisté que les cellules de la base de la plumule. Nous remarquons
cependant quelques cellules abimées, mais les cellules environnantes sont en
division, montrant bien que les altérations provoquées par ces conditions
sont réversibles. Les mémes résultats peuvent étre observés aussi bien avec
les fortes concentrations (40 uM ABA). Au regard de ces observations histo-
logiques il apparait donc que TABA am éliore sensiblement le comportement
des cellules a la cryoconservation. Ces résultats sont en concordance avec
ceux obtenus sur le développement morphologique des plumules a la suite
de ces différents traitements étudiés.
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Figure 4 : Plumules ayant subi un prétraitement 0,75 M saccharose additionné de
10 uM d’ABA, suivi des différentes combinaisons déshydratation et immersion dans

'azote liquide.

(A), 10ABA-D-AL (bar 390uM) ; (B), 10ABA-D+AL (bar 740uM) ; (C), 10ABA+D-AL (bar
740uM) 5 (D), 10ABA+D+AL (bar 740uM). PF, primordium foliaire ; DA, dome apical ; DN,
déformation du noyau ; GA, grains d’amidon ; ZV, zone vacuolaire. P, prétraitement saccha-
rose ; D, déshydratation 16h ; AL, immersion dans I’azote liquide.

4. DISCUSSION

L’utilisation des différents facteurs pouvant avoir un effet sur
I'amélioration des taux de survie et de reprise des plumules cryoconservées
obtenus précédemment par N’Nan [35] a été réalisée en ne retenant que les
conditions optimales de concentration en saccharose (0,75 et/ou 1 M) et de
durée de déshydratation (16 h). D’autres part, une étude de plusieurs types
de conditionnement, pour 'acheminement de matériel des zones de collec-
tes aux laboratoires n’appartenant pas a ces zones, a été réalisée pour mettre
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en relief les éventuelles incidences de ces différents modes sur la capacité du
matériel a répondre aux conditions de cryoconservation.

Ce travail présente trois formes de conditionnement utilisées pour
Pexpédition d’embryon zygotiques de cocotier (|2], [35] ; Fernando, com-
munication personnelle). Les résultats montrent que les trois formes de
conditionnement (carottes d’albumen (ALB), embryons dans des cryotubes
contenant un support gélosé (SW) ou une solution de chlorure de potassium
(KCD) n’affectent pas la capacité de réponse des tissus de la plumule aux
traitements de déshydratation et de congélation. Il permet méme de montrer
que les conditionnements SW et KCl sont compatibles a des expérimenta-
tions de cryoconservation. En effet, leurs taux de reprise sont supérieurs a
ceux obtenus avec ALB pour 0,75 M (9 %). Dans le cas de 1 M de saccha-
rose, la performance de SW est nettement plus marquée dans le cas de
+D/+AL avec 40 % de reprise. L’observation des teneurs en eau entre ALB
et le groupe SW et KCI renforce I'idée que le type de conditionnement a
permis de réduire la teneur en eau jusqu’a un seuil plus propice a la reprise
apres cryoconservation.

Ces résultats sont fort intéressants car ils montrent que le milieu entou-
rant Pembryon (albumen ou apport de milieu) n’est pas primordial, un sup-
port gélosé seul, sans milieu de culture, suffit au bon maintien des embryons
et a la bonne réactivité des plumules utilisées dans les différents prétraite-
ments. Ils devraient ainsi faciliter les échanges de germoplasmes entre les
différents partenaires.

L’étude de leffet de I’adjonction d’ABA au milieu de prétraitement mon-
tre qu’il stimule la reprise. Le traitement significativement le plus favorable
pour la condition (+D/+AL) est 20 uM ABA avec 38 % de reprise. Ces
résultats montrent bien que l'addition d’ABA au milieu de prétraitement
améliore notablement la reprise aprés cryoconservation, avec des taux bien
supérieurs a ceux obtenus par N’Nan ¢ a/. [34] sur 5 variétés. Ceci démontre
I'importance de I'action de PABA sur la tolérance a la dessiccation et a la
cryoconservation de plumules d’embryons de cocotier.

La réponse quasi nulle de I'adjonction ’ABA au témoin (-D/-AL) dans
le cas de la survie par rapport a la reprise pourrait étre expliquée par un
temps de latence de croissance de la gemmule en absence de stress de dés-
hydratation et par le fait que la réponse de la plumule a I'action de PABA va
dépendre de son stade de développement, ceci a été observé sur les em-
bryons somatiques de Medicago déshydratés et traités a 'ABA [44]. On voit
par ailleurs, que PABA agit plus fortement au stade précoce, stade ou not-
malement on observe une certaine latence dans le démarrage de la crois-
sance de la gemmule en présence de stress de déshydratation et de congéla-
tion. Il faut remarquer que les embryons de cocotier collectés sous la rubri-
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que « mature » détiennent une grande hétérogénéité de par ’étalement de ce
stade (12 a 14 mois). Ceci est a mettre en relation avec ’étalement dans le
temps du démarrage de la plumule, et cela pour un méme lot.

L’addition I’ABA semble occasionner une perte d’eau (% MF) d'autant
plus importante que la concentration en ABA est élevée (63,50 = 2,12
66,50 £ 2,12 ; 68,50 £ 4,95; 71,00 £ 2,83). Cependant, l'analyse n’a pas
montré de différence significative entre ces différentes concentrations.
Aberlenc [1] montre aussi que chez les embryons de palmier a huile,
Ienrichissement du milieu en ABA entraine une 1égére diminution de leur
teneur en eau de 8,25 a 6,92 g.g-! MS. Une légere perte en eau ainsi que
lapport d’ABA seraient déterminants dans I'acquisition de la tolérance a la
dessiccation [4].

Un certain nombre d’auteurs font état de l'influence de apport exogene
d’ABA sur le haut degré de protection contre les dégradations des tissus
pendant la déshydratation et la congélation [7], [23], [31]. Dans certains cas,
cet apport n’est pas efficace seul [40], [14] et va nécessiter des combinaisons
avec des traitements d’acclimatation au froid, ou l’action combinée avec
tetcyclasis, connu pour activer la synthése endogene d’ABA [5] ou peut étre
amplifié par emploi de saccharose [7], [14]. Cependant, son efficacité,
quand il est employé seul (3,8 uM), peut s’avérer possible [17].

L’application de PABA a été, selon les auteurs, réalisée a différentes éta-
pes des expérimentations. Sur des cals de riz I’addition au milieu de culture
de 2 uM d’ABA, appliquée pendant les cing jours précédant I'immersion
directe dans I'azote liquide, s’avere étre une procédure efficace pour la survie
[30]. L’addition de 7,6 uM d’ABA sur les cellules encapsulées de Medicago
sativa augmente leur viabilité apres la déshydratation mais n’a pas d’effet sur
la congélation [41]. La tolérance au froid d’embryon de carotte a été restau-
rée par laddition de 1uM d’ABA dans le milieu de prétraitement [40].
L’adjonction d’ABA agirait sur 'augmentation de la tolérance a la dessicca-
tion d’embryons somatiques de céleri [24] et de melon [42], comme sur
laugmentation de la tolérance au froid sur des suspensions cellulaires de
brome [22]. La recherche de la compréhension des modes d’action de PABA
a conduit a de nombreux travaux. De nombreux génes induits par les stress
de la dessiccation et de la congélation répondent a I'application exogeéne de
PABA [47]. Dans le cas du cocotier, une recherche de geénes impliqués,
comme des mécanismes de 'expression de ces genes [47], permettrait d’en
maitriser mieux les différentes étapes de sa cryoconservation.

L’étude des coupes histologiques vient renforcer les résultats des obser-
vations de sutvie et de reprise. En effet, I'analyse des coupes montre que
PABA a un effet trés positif sur la conservation des structures cellulaires
apreés déshydratation et congélation, ce qui est a mettre en relation avec
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l'amélioration en présence d'ABA de la tolérance au stress de la déshydrata-
tion et de la congélation. L’apport de 10 uM permet méme aux cellules de
garder les caractéristiques structurales des cellules témoins (-P-D-L et
0,75 M +D) pour des conditions d’immersion dans AL sans déshydratation
(tig. 4B). L’histologie permet ainsi de décrire 'effet des traitements au ni-
veau de la structure des tissus et des structures cellulaires ; elle permet aussi
de voir si les dommages créés peuvent étre réversibles ou non. En liaison
avec ce que nous observons 2 la reprise, elle permet donc de définir les alté-
rations cellulaires et tissulaires compatibles avec cette reprise qui peuvent
étre réversibles. L’hypothése que nous soumettons au regard de ces observa-
tions est quil existerait peut-étre un effet des traitements sur la structure
cellulaire se situant au niveau des protéines chaperonnes. Ces protéines cha-
peronnes sont en effet décrites pour responsables des restaurations des
systemes dégradés lors de stress thermiques [21]. Afin de vérifier cette hypo-
these des travaux devraient étre menés dans ce sens.

Le sorbitol fait partie des cryoprotecteurs les plus communément utilisés
et ajoutés dans le milieu de préculture avec un autre polyol (mannitol) et
chez les sucres, le saccharose et le glucose [12]. Il rentre souvent dans la
composition des cocktails de cryoconservation par vitrification, en associa-
tion avec le glycérol, le DMSO [9], [28], ou se retrouve associé au saccharose
pour la conservation a long terme au froid de I’.Asparagus officinalis [16]. Chez
le cocotier, la forte concentration trouvée de sorbitol dans I’eau de coco
(autour de 6g/1) [26] pourrait peut-étre avoir un impact sur ’évolution ulté-
rieure de embryon 7z vivo. Selon les analyses des données en cours, son
apport exogene au milieu de prétraitement (0,75 M de saccharose) des plu-
mules n’a pas eu d’effet significatif marqué sur la survie et la reprise par
rapport au milieu saccharose seul. Cependant, observation histologique
montre que le sorbitol associé au saccharose favorise certains développe-
ments cytologiques caractéristiques de la tolérance a la déshydratation (ac-
cumulation de grain d’amidon, formation d’ilot de cellules...) [12]. Des tra-
vaux sur des suspensions cellulaires de patate douce montrent que le sorbi-
tol n’est pas métabolisé par les cellules, et suggerent qu’il agit seulement
comme un osmoticum [46]. Cependant, le sorbitol pourrait avoir un réle
dans I'acquisition de la tolérance au froid [37]. On retrouve son implication
chez les insectes, ot il aurait un réle thermoprotecteur [45].

Les résultats de cette étude ont été obtenus sur une seule variété de co-
cotier: le Grand du Sri Lanka. Afin de vérifier s’il existe un effet variété, des

o . . 'z
expérimentations sont prévues sur un plus grand nombre d'écotypes.
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