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INTRODUCTION 

La conservation des ressources génétiques caféiè- 
res est actuellement réalisée sous forme de collec- 
tions en champ, solution qui est coûteuse et qui 
laisse le matériel végétal exposé à tous les risques 
inhérents à la culture en conditions naturelles. La 
culture in vitro offre de nombreux avantages, 
comparativement aux autres techniques de conser- 
vation : réduction de la surface nécessaire, taux de 
multiplication élevé, risque de perte des génotypes 
théoriquement réduit à zéro, absence de contami- 
nations, réduction des coûts de production et d'en- 
tretien. 

Pour la conservation à long terme, la culture in 
vitro est utilisée conjointement avec la cryoconser- 
vation (stockage dans l'azote liquide à - 196 O C ) .  
Pour le stockage à moyen terme, le ralentissement 
de la croissance est le plus souvent obtenu par une 
diminution de la température de culture jusqu'à 
0-5 "C (Druart, 1985). Cependant, pour les espèces 
tropicales, qui sont généralement sensibles au froid 
~ 
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et ne supportent que des températures plus élevées, 
de l'ordre de 8 à 15 "C (Banerjee et de Langhe, 
1985), d'autres moyens doivent être recherchés 
pour limiter la croissance. Quelques essais ont 
notamment été réalisés en réduisant la quantité 
d'oxygène disponible pour les tissus, soit simple- 
ment en les recouvrant d'huile minérale, dans le cas 
de cals de différentes espèces (Caplin, 1959 ; Auge- 
reau et al., 1986; Moriguchi et al., 1988) ou de 
pousses feuillées de pêcher (Chatti-Dridi, 1988), 
soit en utilisant des atmosphères contrôlées dans le 
cas des vitroplants de chrysanthème et de tabac 
(Bridgen et Staby, 1981) ou dans celui d'embryons 
somatiques de palmier à huile (Engelmann, 1990). 

Les travaux portant sur la conservation in vitro 
du caféier sont peu nombreux. I1 a été montré que 
des embryons somatiques de C. arabica et de C. 
canephora pouvaient résister à la congélation dans 
l'azote liquide (Bertrand-Desbrunais et al., 1988 ; 
Bertrand-Desbrunais et Charrier, 1990). Kartha et 
al. (1981) ont pu conserver pendant deux ans sans 
repiquage des plants racinés de C. arabica sur un 
milieu dépourvu de sucre et contenant 50 % de la 
solution minérale utilisée. Till (1984) a stocké 
pendant trois mois des pousses feuillées de C. 
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arabica et de l'hybride Arabusta à 8 "C sur milieu 
standard ou additionné de polyéthylène glycol à 
10 %. Bertrand-Desbrunais et Charrier (1990) ont 
montré qu'il existait de grandes différences de 
comportement pour la multiplication et le stockage 
in vitro d'une quinzaine d'espèces de caféier. La 
recherche de conditions de stockage optimales, 
applicables à un grand nombre d'espèces, est donc 
un objectif prioritaire. 

Le but de cette étude est d'observer l'effet d'un 
abaissement de la température et d'une diminution 
de la quantité d'oxygène par immersion sous de la 
paraffine liquide sur la conservation de pousses 
feuillées de caféier en culture in vitro. 

MATÉRIEL ET MÉTHODES 

Matériel végétal 

Cet essai a été réalisé sur C. arabica cultivar 
(( Moka de Tahiti B. Les explants utilisés sont des 
microboutures de vitroplants, constituées de 
portions d'axes orthotropes, avec deux paires de 
feuilles, mesurant environ 10 mm (fig. 1). 

Méthode 

Les pousses feuillées issues des microboutures 
sont cultivées sur un milieu adapté de celui mis au 
point par Dublin (1981), contenant des macro et 
microéléments de Murashige et Skoog (1962), les 
vitamines de Morel et Wetmore (1951), 1 m1.V' 
d'une solution de fer-EDTA (24,9 g.1- ' d'EDTA et 
24,9g.l-' de FeS04 7H,O), 1,3 . M de 
benzylaminopurine et 0,12 M de saccharose. Le pH 
est ajusté à 5,5 avant autoclavage. Le milieu est 
solidifié par l'addition de 2g.l-' de gelrite. Les 
pousses feuillées sont cultivées dans des tubes en 
pyrex de 150 x 24 mm, contenant 20 ml de milieu. 
L'huile de paraffine (Réf. : Merck 7162 1000) est 
répartie dans les tubes, après autoclavage, de telle 
sorte que le niveau soit 1 cm au-dessus de la 
bouture. En fin de conservation, les pousses feuil- 
lées sous paraffine sont plongées dans une solution 
de Mercryl laurylé à 0,3 % afin d'éliminer la paraf- 
fine, puis rincées dans de l'eau stérile avant leur 
repiquage sur milieu Standard. 

Les cultures sont placées dans des chambres à 
différentes températures : 27 "C (témoin), 21, 12 et 
4 'C. L'éclairage est assuré par des tubes fluores- 
cents lumière du jour (type grolux), avec une photo- 
période de 12 heures de lumière sur 24. La quantité 
de lumière est de 55 & 5 pE.m-' . s-' à 27, 21 et 
12 OC, et de 10 k 1 pE.mF2 . s-' à 4 "C. 

Pour cet essai, la durée de conservation est de 
quatre mois. Pour chaque condition, la moitié des 
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Fig. 1. - Aspect d'une pousse feuillée de C. arabica lors de 
la mise en conservation sous huile de paraffine 

plants sont conservés sur milieu Standard, l'autre 
moitié sous paraffine (milieu Paraffine). A la fin de 
la période de stockage, dix tubes sont prélevés dans 
chaque condition. Sur chaque plant, sont mesurés 
la taille, le nombre de feuilles, le poids de matière 
fraîche, le poids de matière sèche. L'aspect général 
du plant (couleur, bourgeons développés, etc.) est 
observé. Cinq plants sont alors repiqués sur milieu 
Standard et mis en conditions de reprise, à 27 "C. 
Au bout d'un mois, les mesures et observations 
décrites précédemment sont renouvelées afin de 
quantifier la reprise. 

Un indice de croissance a été calculé, à partir 
d'une Analyse des Composantes Principales, inté- 
grant la taille, le nombre de feuilles, le poids de 
matière fraîche, le poids de matière sèche, ainsi que 
leurs variations. Pour l'analyse statistique, on a 
utilisé les tests de Comparaison Multiple des 
Moyennes et d'analyse de variance (Newman, 
1939 ; Keds, 1952). 

RÉSULTATS 

Conservation 

A 4 "C, quel que soit le milieu considéréy la survie 
est nulle. Cette température est létale dès le premier 
mois de conservation (résultats non présentés). Sur 
milieu Standard, les différentes températures de 



stockage sont très bien supportées, alors que sur 
milieu Paraffine la mortalité est importante à 27 "C 
et diminue aux températures inférieures (21 et 
12 OC) (tableau I). 

Sur milieu Standard (fig. 2), l'indice de crois- 
sance varie suivant la température de conservation. 
A 27 "C, la croissance est significativement supé- 
rieure à celle observée aux autres températures. Les 
résultats obtenus à 21 et 12 "C ne sont pas signifi- 
cativement différents après quatre mois de conser- 
vation. Sur milieu Paraffine, la croissance est infé- 
rieure à celle observée sur milieu Standard: les 
plants immergés dans la paraffine liquide ont une 
croissance très faible pendant la durée de stockage, 
non significativement différente quelle que soit la 
température. 

Le nombre de bourgeons axillaires débourrés par 
bouture diminue avec l'abaissement de la tempéra- 
ture (fig. 3). Sur milieu Standard, la conservation à 
27 "C permet le développement d'un nombre de 
bourgeons axillaires significativement plus impor- 
tant qu'à 12 "C. La différence n'est cependant pas 
significative entre 27 et 21 "C ainsi qu'entre 21 et 
12°C. Sur milieu Paraffine, le nombre de bour- 
geons développés est équivalent quelle que soit la 
température de stockage et dans tous les cas infé- 
rieur à celui observé sur milieu Standard. 

En fin de conservation, tous les plants maintenus 
à 4 "C sont totalement nécrosés (fig. 4 et 5, p. 208). 
Sur milieu Standard, comme sur milieu Paraffine, le 
stockage à 27,21 ou 12 "C permet aux boutures de 

garder un bel aspect. Elles présentent une belle 
couleur vert-noir. 

Reprise 

Aucune perte n'est observée après un mois de 
reprise chez les plants 'conservés sur milieu Stan- 
dard (tableau I). Seules certaines pousses feuillées 
conservées à 21 "C immergées dans la paraffine 
meurent pendant la reprise. Aucune conclusion ne 
peut cependant être tirée, étant donné la faible taille 
des échantillons. I1 faut signaler aussi qu'après trois 
mois de stockage, des pertes avaient été observées 
pour toutes les températures de stockage sur milieu 
Paraffine (résultats non présentés). 

L'intensité de la reprise de croissance dépend du 
milieu de conservation et non de la température de 
stockage (fig. 6 ,  p. 209). Les boutures maintenues 
sur milieu Standard ont une croissance supérieure à 
celles stockées sur milieu Paraffine. 

Après un mois en conditions standard, l'aspect 
général des plants est assez bon. Les plants vivants 
forment des feuilles bien vertes. Dans tous les cas, 
une bonne reprise des bourgeons développés 
pendant la conservation a été remarquée chez les 
boutures conservées sur milieu Standard. Chez les 
plants stockés sous paraffine, la croissance des 
rameaux qui ont commencé leur développement 
pendant la conservation est plus lente, mais ils 
présentent un bel aspect. 

TABLEAU I 
Survie de pousses feuillées de C. arabica après quatre mois de conservation (conservation), ou après quatre mois de conservation et 

un mois de culture à 27 "C, sur milieu Standard (reprise), en fonction des conditions de leur stockage. Les effectifs sont de dix 
pousses feuillées pendant la conservation, cinq pendant la reprise 

Milieu Standard Milieu Paraffine 

27 "C 21 "C 12 "C 4 "C 27 "C 21 "C 12 "C 4 "C 

9/10 lop0 10/10 

515 515 515 

Conservation 
(10 boutures) 
Reprise 
(5 boutures) 

Indice 
de 

croissonce 

Oll0 4/10 8/10 9/10 0110 

015 414 215 515 015 

3 3 

2 

1 1 

n n 

Nombre de 
bourgeons 
axillaires 

débourrés 

Standard Paraffine 

Fig. 2. - Indice de croissance de pousses feuillées de C. 
arabica après quatre mois de conservation dans différentes 

conditions' 

Stondord Poroffine 

Fig. 3. - Nombre moyen de bourgeons axillaires développés 
par pousse feuillée de C. arabica après quatre mois de 

conservation dans différentes conditions 
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Fig. 4. - Aspect des pousses feuillées de C. arabica après quatre mois de conservation A 27, 21, 12 et 4 OC (de 
gauche à droite), sur milieu Standard 

Fig. 5. - Aspect des pousses feuillées de C. arabica après quatre mois de conservation à 27, 31, 12 et 4"@, sous 
paraffine liquide et à 27 "C dans l'air (de gauche à droite) 

208 



3 
Indice 

croissance de 2 

1 

n " 
Standard Paraffine 

Fig. 6. - Indice de croissance de boutures de C. arabica 
après un mois de culture à 27 "C, sur milieu Standard, en 

fonction des conditions de leur conservation 

DISCUSSION - CONCLUSION 

La température de stockage a des effets sur la 
survie et la croissance des pousses feuillées, pendant 
et après la conservation. Dans tous les cas, une 
température de 4 "C entraîne rapidement une 
mortalité totale, alors que la survie sur milieu 
Standard est complète à partir de 12 "C. Cette 
observation reflète la tolérance relative au froid de 
C. arabica, qui ne peut supporter que de brefs 
séjours à des températures basses, de l'ordre de 3 ou 
4 OC, mais dont l'optimum de croissance est atteint, 
en conditions naturelles, pour des températures 
comprises entre 15 et 24 "C. Sur milieu Paraffine, la 
survie est diminuée à 27 "Cy par rapport aux autres 
conditions thermiques. Ceci est sans doute dû au 
fait que, à cette température, le métabolisme n'est 
pas ralenti. Les plants meurent donc par asphyxie, 
du fait de la faible quantité d'oxygène disponible. 

Sur le milieu Standard, la croissance est d'autant 
plus ralentie que la température de stockage est 
basse. 11 n'en est pas de même sur milieu Paraffine. 
Dans ce cas, c'est d'abord l'hypoxie qui est respon- 
sable du ralentissement observé, puisque la diminu- 
tion de croissance est la même, quelle que soit la 
température. On observe un comportement diffé- 
rent avec des boutures de pêcher conservées sous 
paraffine, chez lesquelles la croissance à 25 "C est 

en effet supérieure à celle mesurée à 8 "C (Chatti- 
Dridi, 1988). 

Au cours de la reprise à 27 "C sur milieu Stan- 
dard, on note une bonne survie dans toutes les 
conditions. Cependant, la reprise de croissance est 
nettement plus faible chez les plants conservés sous 
paraffine. Ce comportement pourrait être dû à la 
présence d'une couche d'huile résiduelle sur les 
feuilles et les tiges, malgré le lavage, ce qui empêche 
la respiration de s'effectuer convenablement. Le 
même phénomène pourrait expliquer la mortalité 
totale observée par Chatti-Dridi (1988) lors de la 
remise en culture directe de boutures de pêcher, 
sans lavage, en conditions standard. I1 serait inté- 
ressant, dans le cas de la présente étude, de pouvoir 
suivre la reprise de croissance sur plusieurs cycles 
de culture, afin de savoir dans quel délai on 
retrouve le taux de croissance habituel. 

Un autre inconvénient de cette technique de 
conservation sous paraffine est à considérer: la 
quantité d'oxygène disponible pour les explants 
n'est pas connue et difficilement contrôlable. Au 
contraire, l'utilisation d'atmosphères contrôlées, 
avec un taux d'oxygène défini, dans les essais 
effectués avec des vitroplants de chrysanthème et de 
tabac (Bridgen et Staby, 1981) ou des embryons 
somatiques de palmier à huile (Engelmann, 1990) a 
permis d'obtenir une survie importante et surtout 
une reprise de croissance immédiate du matériel 
après le stockage, condition essentielle pour l'utili- 
sation de toute technique de conservation. 

En conclusion, nous avons montré au cours de 
cet essai que l'on pouvait ralentir la croissance de 
pousses feuillées de C. arabica pendant quatre mois 
in vitro par une diminution de la température de 
culture et/ou de la quantité d'oxygène en immer- 
geant les cultures sous une couche d'huile de paraf- 
fine. Il convient maintenant d'étudier notamment 
l'effet de ces modifications sur d'autres espèces de 
caféier et d'augmenter la durée de conservation. 
L'utilisation des atmosphères contrôlées, pour 
réaliser des conditions d'hypoxie, devrait également 
être envisagée. 
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couche de paraffine. A 4 OC, la mortalité est totale, dans 
toutes les conditions. Pour les autres températures, on 
obtient une bonne survie, sauf avec des pousses feuillées 
recouvertes de paraffine, stockées à 27 "C. Pendant la 
conservation, la croissance des pousses feuillées placées 
dans l'air diminue progressivement avec la température, 
alors que, chez celles placées en hypoxie, le ralentisse- 
ment de croissance est identique, quelle que soit la 
température. Au bout d'un mois de reprise 6 27 OC, après 
la période de stockage, on observe une bonne survie, mais 
la reprise de croissance des pousses conservées sous 
paraffine est plus faible. 
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