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Cryopreservation trials on the gametophytes of the food alga Unduria pinnatifida (Laminarialc). 

Arbault S., P. Renard, R. PCrcz, R. Kass. Aquat. Living Rcsour., 1990, 3, 207-215. 

Low temperature tolerance was determined for gametophytes of food alga Unduria pinnarifidu 
according to various cryopreservation methods. Survival durations after storage in a medium contai- 
ning 28% glycerol at -80°C or  in a 5-10% glyccrol solution at - 196°C wcrc only 9 and 4 days 
respectively. On the other hand, cooling at S0C/min. and storage at - 15°C for 15 minutcs, without 
cryoprotective medium, did not rcducc viability but this was highly decreased by storage for 15 minutes 
at -30 or - 196"C, with or without DMSO. The morphological cooling injurics wcrc dcpigmcntation 
andlor a contraction of the cells. 

Keywords : Alga, cryopreservation, gametophyte, Undariu pinnutifida. 

La tolérancc aux basses températures des gamétophytes de l'algue alimentaire Unduriu pinnatlfidrr 
est examinée selon différentes méthodes de cryoconscrvation. La conscrvation à -80°C dans une 
solution glycérolée à 28 '% et celle à - 196°C dans une solution en eau de mer de glycérol à 5 ou 10 % 
ne permettent quc dcs survics de, respectivement, 9 et 4 jours. Par ailleurs, la viabilité n'est pas 
affectée par un refroidissement de S0C/min et une conscrvation dc 15 minutes à - 15°C sans milieu 
de cryoprotection mais est fortement diminuée par un stockage de 15 minutes à -30 ou - 196"C, même 
en présence de DMSO. La réduction dc la survie des gamétophytes se traduit morphologiquement par 
une dépigmentation et/ou une contraction des cellules. 

Mots-clés : Algue, cryoconscrvation, gamétophyte, Unduria pinnutifidu. 

INTRODUCTION loïdes car elles sont riches en produits épaississants 
et gélifiants tels que l'acide alginique. A l'échelon 
mondial, l'industrie des alginates génère en 1989 un 

L'ordre des Laminariales est composé d'algues chiffre d.affaire de plus de 250 millions de dollars brunes de toute première importance sur le plan 
économique, tant au niveau national que mondial (Indegaard, comm. pers.). Certaines espèces, telles 

(Matsuyama, 1985, Boude et al., 1988, 1989). Ces que Lurninuriu JupOflica et Unduria pinnatijida Sont 
algues fournissent la majeure partie de la matière également consommées directement par l'Homme, 
première aux industries d'extraction des phycocol- particulièrement en Extrême-Orient (1,s millions de 
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tonnes), tandis qu'en Europe et aux États-unis un 
marché non négligeable commence à se structurer. 

En raison de la demande accrue et de la surexploita- 
tion des populations naturelles, des méthodes de cul- 
ture des Laminariales ont été progressivement éta- 
blies. Ainsi, Pércz et et u/ .  (1981, 1984) ont mis au  
point une technique permettant la production régu- 
lière de semences (gamétophytes) grâce à un contrôle 
de l'éclairement, de la température, de la photopé- 
riode et du milieu nutritif. Par cette méthode, la 
production de jcuneç plantules peut être cffectuic 
indépendamment de la période de fertilité naturelle 
de I'algue. Néanmoins, la conservation et le maintien 
de la fertilité des gamétophytes n'excèdent pas 
quelques mois (Kaas et al., 1987). Le stockage à long 
terme de cette semence serait donc un complément 
indispensable à la gestion des cultures d'algues. 

Les techniques de conservation à très basses tempé- 
ratures (cryoconscrvation) ont depuis longtemps mon- 
tré leur efficacité sur un grand nombre d'organismes 
différents. Elles permettent de réduire voire d'éliminer 
les modifications liées au temps qui se produisent 
normalement dans tous les systèmes biologiques ct 
garantissent une longuc duri.e de conservation. La 
cryoconservation des microalgues a déjà été réalisée 
(Gilboa et Ben Amotz, 1978; Saks, 1978; Ben Amotz 
et Gilboa, 1980 u et h).  En revanche, celle des gaméto- 
phytes de macroalgues n'a, jusqu'à priscnt, jamais été 
rapportée. 

Nous examinons ici la tolérance aux basses tempé- 
ratures des gamétophytes de  l'algue alimcntairc Undu- 
riu pinnatz9du selon diff6rentes techniques de eryo- 
conservation. 

A l'état adulte, l'algue Unduriu pinnutijïdu se pré- 
sente sous la forme d'une lame d'environ 1 nl de 
longueur, découpée dans le sens hor i~onta l  et parcou- 
rue par une nervure centrale (fi. 1). Cctte nervure se 
prolonge par un stipc plat de 8 à 20 cm de longueur, à 
la base duquel se développe le crampon. Au moment 
de la période de fertilité, la partie basale du stipe se 
transforme et se couvre de taches brunes constituées 
de petits sacs microscopiques contcnant les spores. A 
maturité, ces spores sont libérées et germent en un 
filament unisérié microscopique ramifié, appelé gamé- 
tophyte mâle o u  gamétophyte femelle selon la spore 
qui lui a donné naissance. Les cellules de ces gaméto- 
phytes sont limitées par une membrane dite 
« cytoplasmique » ct contenues dans une membrane 
dite « squelettique )) (Fritsch, 1971, 1972). Les gamé- 
tophytes produisent des gamètes. Le zygote qui résulte 
de  la fécondation germe en une plantule qui, en se 
développant, devient I'algue macroscopique. 

Au laboratoire, les gamétophytes sont conservés en 
suspension, gracc à un bullage, dans un milieu nutritif 

maintenu à une température de 22°C et sous un éclai- 
rement continu de 40 pE m - 2  s- '  (Pérez et (il., 1984), 
jusqu'ii leur utilisation. 

Méthodes de refroidissement et de conservation à basses 
températures 

(,'on.serzution .s~lon 1e.s tcchniyut,.~ uti1i.séc.s pour 1e.s 
rnicroa1gue.s 

EE~p4ricncc 1. - Cette méthode est issue de celle 
employée par Meryman et Hornblower (1977) sur les 
hématies, et appliquée par Cassidanius et al. (1990) 
sur I'algue Totru.selr~~i.s .ru<,c.ic.u. Les gamétophytes sont 
répartis dans des tubcs â essai de 5 ml puis centrifugés 
à 1400 tr/min, pcndant 10 minutes, afin de retirer le 
milieu de culture. 11s sont ensuite mélangés, à tempé- 
rature ambiante (20-22"C), à une solution stérile gly- 
cérolée à 28 % (tuhleuu I ) ,  à raison d' 1,35 ml dc  
solution/ml de culot de gamitophytcs. Ce mélange est 
réalisé en deux étapes : un quart de la quantité totale 
de la solution est d'abord ajoutée goutte à goutte, 
puis, 10 minutes après, les trois quarts restants sont 
incorporis selon le mCme procidi.. Après 5 minutes 
d'expo\ition, la phase liquide cst retirée après centrifu- 
gation à 1400 tr/min pendant 10 minutes. Les gamé- 
tophytes sont alors immédiatement placés dans des 
tubes cryobiologiques de 2 ml (Poly Labo, Stras- 
bourg) et immergés pendant 30 minutes dans un 
milange d'alcool d inatur i  et de glace carbonique 
(-80°C). Lcs ichantillons sont ensuite stockés dans 
un congélateur à -80°C pendant 1-2 h, 3, 7, 14 
ou 39 jours. Les gamétophytes sont décongelés en 
immergeant les tubes cryobiologiques pendant 
I O  minutes dans un bain-marie à 37°C. Afin 
d'iliminer la solution de cryoprotection, le contenu 
de chaque tube est transvasé dans 100 ml d'eau de 
mer à double concentration en sel (70n/,,), puis dans 
de l'eau de mer de salinité normale (30n/,,), pendant 
10-15 minutes. Les gamétophytes sont alors récupérés 
par centrifugation (1 400 tr/min pendant 10 minutes) 
puis mis en culture. 

Expc;rience 2. - Cette méthode est issue de celle 
utilisée sur plusieurs algues unicellulaires par Gilboa 
et Ben Amotz (1978). Après concentration par centri- 
fugation à 1400 tr/min pendant 10 minutes, les gamé- 
tophytes sont inclus, à température ambiante et  pen- 
dant 30 minutes, dans une solution en eau de mer de 
glycérol à 5 ou 10 %. Le mélange est ensuite réparti 
dans des tubes cryobiologiques de 2 ml et placé dans 
un congélateur à - 30°C, pendant 15-20 minutes, puis 
dans l'azote liquide ( -  196°C). Les échantillons sont 
conservés 1-2 heures, 3, 7 ou 14 jours puis ils sont 
décongelés par une immersion de 10-15 minutes dans 
un bain-marie à 37°C. Le glycérol est progressivement 
éliminé par des bains décroissants de 5 %, d'une durée 
de 10 minutes, et les gamétophytes sont mis en 
culture. 

Aquat. Lit ing K e w u r .  



Cryoconservation des gamétophytes d'Unduviu pinnatifida 

- 

fronde 
mature 

émission des spores d e  
la zone reproductrice 

zone reproductr ic  

a 
spores nageantes 

plantule dYY* 
0 0 
@ spores f ixées 

0 
B 

43 

B 
gamétophytes  

germinat ion 

Figure 1. - Cyclc de reproduction de l'algue Ctrilirriu pitr~rirt~/iilu (Pérez et ul., 1981) 

Rrproducrire puftern of Undaria pinnatifida ulxu ( P l r r z  et al., 1981). 

Tableau 1. - Composition de la solution glycérolée employée dans 
l'expérience 1. 

Composition uf rhr glycrrol solution usrd in experiment 1. 

(g) 

Glycérol 57,OO 
Lactate de Na 1,60 
KCI 0.03 
Mg CI2 0,04 
Na, HPO, 0,08 
Eau distillée qsp 100 ml 

(pH compris entre 6,8 et 7,O) 

Les gamétophytes témoins sont représentés par des 
échantillons conservés à 22°C pendant toutes les expé- 
rimentations puis mis en culture. 

Conservation par refroidissement et réchauffement 
contrôlés (expérience 3) 

Une suspension de gamétophytes (2 ml) disposés 
dans des tubes cryobiologiques de 2 ml sont centri- 
fugés à 400 tr/min, pendant 3 minutes, afin de retirer 
le milieu de culture. Les gamétophytes sont alors 

mélangés, à température ambiante et progressivement, 
à une solution en eau de mer de diméthyl sulfoxyde 
DMSO (5, 10 ou 15 %, pendant environ 40 minutes. 
Le mélange à 5 O/u est réalisé en une seule fois tandis 
que ceux à 10 et 15 % sont effectués respectivement 
en deux étapes (5 O/u pendant 20 minutes puis 10 % 
pendant 20 minutes) et trois étapes (5 % pendant 
13 minutes, puis 10 % pendant 13 minutes, et enfin 
15 % pendant 13 minutes). Ils sont ensuite refroidis, 
à raison de S0C/min, dans la chambre de refroidisse- 
ment d'un congélateur programmable (Minicool 
LC 40, Air Liy uide, Sassenage), j usqu'à la tempéra- 
ture de - 15 ou de - 30°C. Les tubes sont conservés 
à ces températures pendant 15-20 minutes ou directe- 
ment plongés dans l'azote liquide (- 196°C) pendant 
15-20 minutes. 

Le réchauffement est effectué soit rapidement, en 
immergeant les tubes dans un bain-marie à 35°C 
pendant 8-10 minutes, soit lentement, en disposant les 
tubes dans une enceinte thermostatée à WC pendant 
55-60 minutes puis à température ambiante pendant 
15-20 minutes. Le cryoprotecteur est ensuite retiré 
progressivement par des bains décroissants de 5 %, 
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d'une durée de 5-7 minutes; les gamétophytes sont 
alors mis en culture. 

Deux types de  témoins sont effectués : le premier 
(témoin 1 ) consiste en des gamétophytes uniquement 
conservés à 22°C; le deuxiéme (témoin 2) réside dans 
des gamétophytes refroidis, sans solution de cryopro- 
tection, jusqu'à - 15, - 30 ou - 196°C. 

Culture des gamétophytes et estimation de lcur survie 

Pour les expériences I et 2, le contenu des tubes 
est transvasé dans des ballons en verre avec 500 ml 
de milieu nutritif, à raison de  trois tubes par ballon. 
Pour les autres expériences, les gamétophytes sont 
versés dans des tubes avec 50 ml de milieu nutritif, à 
raison d'un tube cryobiologique par tube de culture. 
Les gamétophytes sont ainsi cultivés en suspension 
grâce à un bullage à une température de 22°C et sous 
un éclairement de 40 pE m 2  . s p ' .  

La survie des gamétophytes est estimée grâce à un 
examen morphologique au  microscope optique, par 
comparaison avec les échantillons témoins. Cette esti- 
mation est effectuée immédiatement après le 
réchauffement et la dilution d u  cryoprotecteur, et au  
cours des jours qui suivent la mise en culture des 
gamétophytes. 

Conservation selon les techniques utilisées pour les 
microalgues 

Expérience 1 .  - Les gamétophytes témoins se pré- 
sentent sous la forme de chapelets de cellules brunes, 
grêles pour les gamétophytes mâles et plus renflées 
pour les gamétophytes femelles ( / L X .  2). Ils conservent 

Figure 2. - Morphologie externe des garnkiophyteh d'(indorici 
pinnuiifïdrr conservés à 22°C (témoin) : gamétophyte mile (gm), 
gamktophyte femelle (gf). 

Extrrnal niorpholog~~ cf Undaria pinnatifida ~umetophy1r.s kepl (11 

22°C (cunrroi): male gamt,tophytrs (gm) ,  frmale ~ u m r t o p h y t r  (g f i  

cet aspect en s'allongeant et en se ramifiant a u  cours 
de leur culture. Suite à une exposition à - 80°1, tous 
les gamétophytes meurent après 20 jours de remise en 
culture. I I  semblerait, par ailleurs, que les gaméto- 
phytes mâles meurent plus précocement que les gamé- 
tophytes femelles. 

E.up4rienc.c 2. - Comme pour l'expérience précé- 
dente, les gamétophytes témoins conservent leur 
a\pect morphologique et lcur coloration brune ct 
continuent de  se développer (~uhleuu 2). 

Immédiatement après leur décongélation et I'élimi- 
nation du cryoprotccteur (J,), les gamétophytes sont 
morphologiquement identiques aux témoins, quelles 
que soient la durée de conservation à - 196°C et la 
concentration en glycérol ( t ab l~uu  2). En revanche, 
quelle que soit la durée de  conservation, ils appa- 
raissent brun-vert au  4 ' jour de culture (J,) quand ils 
sont refroidis dans le glycérol à 5 %, et au  7 ' jour de  
culture (J,) quand ils sont refroidis dans le glycérol à 
10 %. Par la suite ils deviennent verts puis dépig- 
mentés et ne se développent plus, à partir de J, avcc 
le glycérol à 5 %, et à partir de J,, avcc le glycérol à 
10 'Y". I l  apparaîtrait, en outre, que les gamétophytes 
mâles meurent plus précocement que les gaméto- 
phytes femelles. 

Conservation par refroidissement et réchauffement 
contrôlés (expérience 3) 

Dans ces expériences, la morphologie, la coloration 
brune et la multiplication des cellules des gaméto- 
phytes témoins non refroidis (témoin 1) perdurent 
tout au  long de la culture (tableau 3). 

Immédiatement après leur décongélation et le 
retrait du  cryoprotecteur (J,), les gamétophytes refroi- 
dis à - 15"C, avec ou  sans DMSO (témoin 2), présen- 
tent un aspect et une coloration identiques aux 
témoins non refroidis, quelle que soit la vitesse de  
réchauffement (tablcau 3). Au cours des jours qui 
suivent cet aspect morphologique est conservé et les 
cellules se multiplient. En revanche, si les gaméto- 
phytes refroidis jusqu'à - 30°C puis réchauffés, rapi- 
dement ou lentement, avec ou  sans DMSO, ont une 
coloration brune à JO et à J2, ils montrent une forte 
contraction des cellules (,fig. 3). Par ailleurs, ils appa- 
raissent brun-vert à J,. 

Les gamétophytes ayant subi une congélation à 
- 196°C montrent également à JO une coloration 
brune et des cellules fortement contractées à I'excep- 
tion de ceux traités de la façon suivante : refroidisse- 
ment dans le DMSO jusqu'à - 15°C puis immersion 
dans l'azote liquide et enfin réchauffement rapide 
(tableau 3).  Les cellules de  ces derniers prennent, tou- 
tefois, un aspect contracté au  2" jour de culture (J,). 
Par ailleurs, quelle que soit la vitesse de réchauffe- 
ment, la perte de la coloration brune est plus précoce 
quand les gamétophytes, conservés dans le DMSO, 
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Tableau 2. - Morphologie externe des gaméiophyies d'linduriu pinnutiJIdu après conservation à - 196°C (cxpéricncc 2) : effets de la durée 
dc  conservation à - 196°C. dc la concentration cn glycérol et du  temps de culture aprés la décongélation. 

Extcrnul rnorphology of Undaria pinnatifida uftcr frcczing to - 196°C (rxprrirnrnt 2): rffpcts of the storuge dururion ut - 196"C, glycerol 
concentrution und hreedinx fime ufier thuwing. 

sont directement immcrgks dans l'azote liquide à par- 
tir de -30°C (J,) que lorsqu'ils le sont à partir de 
- 15°C (J,). 

TEMOIN 

DISCUSSION 

DUREE DE CONSERVATION A - 196°C ET CQNCEt.ITRATIOJ GLYCEQf)L 

1-2 h I 3 i I 7 j I 14 j 

5% 1 10% 1 5% 1 10% 1 5 %  1 10% 1 5% 1 10% 

Nos études montrent que les méthodes de cryo- 
conservation employées pour les microalgues (expé- 
rience 1 et 2) ne permettent qu'une survie réduite des 
gamétophytes d'Undaria pinnatifida. En effet, la durée 
de cette survie n'excède pas 9 jours après une eonser- 
vation à -80°C dans une solution glycérolée à 28 % 
(expérience l), et 4 jours après un stockage à - 196°C 
dans une solution en eau de mer de glycérol à 10 % 
(expérience 2). Dans ces deux études, la durée de 
stockage à -80°C Cjusqu'à 39 jours) ou à - 196°C 
Cjusqu'à 14 jours) ne modifie pas la viabilité des gamé- 
tophytes. Par ailleurs, avec un refroidissement et un 
réchauffement contrôlés (expérience 3), la survie des 
gamétophytes n'est pas affectée par une conservation 
de 15 minutes à - 15°C sans milieu de cryoprotection 
mais est fortement diminuée par un stockage de 
15 minutes à - 30 ou - 196"C, même en présence 
de DMSO. Ces résultats démontrent une résistance 

- 

a - 
W 
l- 

J 14 

naturelle des gamétophytes d'undaria pinnatifida à un 
refroidissement temporaire jusqu'à - 15°C mais ils 
prouvent aussi que la conservation à des températures 
inférieures réduit la viabilité. A - 15"C, l'eau de mer 
ou les solutions de DMSO extracellulaires sont cristal- 
lisées (températures de cristallisation enregistrées : eau 
de mer : - 2,2"C; DMSO à 5 % : - 4,6"C; DMSO à 
1 0 % :  -7,0°C; DMSO à 1 5 % :  -lO,l°C). En 
revanche, n'ayant pas effectué d'observations des 
gamétophytes au cours de leur refroidissement, nous 
ne pouvons pas confirmer la prise en glace du milieu 
cellulaire. Les critaux de glace étant principalement 
reconnus responsables des dommages causés par la 
congélation (Mazur, 1963), les survies enregistrées à 
- 15°C pourraient n'être dues qu'à la persistance de 
la surfusion (état instable d'une solution aqueuse 
entre sa phase liquide et sa phase solide) du milieu 
cellulaire. 

Si la viabilité des gamétophytes n'est pas affectée 
par un refroidissement à - 15"C, en revanche, celle- 
ci est fortement réduite après une immersion directe 
dans l'azote liquide à partir de - 15°C. En consé- 
quence, le refroidissement rapide à - 196°C à partir 
de - 15°C est néfaste à la viabilité des gamétophytes 
d'Undaria pinnutzjïdu. 
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t6moin 

témoin ; 

Tableau 3. - Morphologie externe 
des gamitophytes d'Unduriu pinnuti- 
fidu après conservation à - 15, - 30 
ou - 196°C (expérience 3) : effets de 
la concentration en DMSO, de la 
vitesse de réchauffcmcnt ct du tcmps 
dc culture après la décongélation. 
* gamétophytes immergès dans 
I'azotc liquidc après passage i 
- 15°C. * *  gamétophytes immerges 
dans l'azote liquide après passage à 
- 30°C. 

Externul rnorphology of Undaria pin- 
natilida gumeiophyte.~ ufter freezing 
to -15, -30 or -196°C 
(experimenl 3): ~//hcis of BMSO 
cnnrentration, warming rate und hrce- 
ding time afier ~howing. 
* gametoplzytes plunged in liquid 
niirogcn from - 15°C. 
* *  gumetophyies plungrd in liquid 
nitrogen from -30°C. 

normal hrown ~ume~ophy ie :  

(.orlriu(.t(,d h ro~ i  11 

gumcrophj,tc; 

( ~ l l l l / l  I l ,  / l Y /  Ill 0 1 1  11-,y1 lY,Il 

~ c 1 ~ ~ i ~ t l l [ ~ / l ~  Ic: 

conruuctrd grrcJri gurrirtoplr~tc. 

Aquat. Living Rewur.  



Cryoconservation des gamétophytes d'Unduviu pinnatifida 213 

Figure 3. - Effct dc la conservation à -30 et - 196°C sur la 
morphologie externe des gamétophytes d'unduria pinnatifidu: 
A, gamétophytes conserv6s à 22°C (témoin); B, gamétophytes 
immédiatement après leur décongélation. 

Effect uf' /he srorage at - 30 and - 196°C on the external morpho- 
logy of Undaria pinnatifida gume/ophy/e.s. A,  control gameto- 
phytes; B. post-thawed gametophyte.~. 

Quels qu'en soient les mécanismes responsables, les 
baisses de survie enregistrées dans nos études témoi- 
gnent des mauvaises propriétés cryoprotectrices de la 
solution glycérolée et des solutions eau de mer-glycé- 
rol ou eau de mer-DMSO. La pénétration de ces 
substances dans les cellules est généralement indispen- 
sable a l'action cryoprotectrice (Miyamoto et Ishiba- 
shi, 1986). Cette pénétration est étroitement liée à la 
perméabilité des membranes cellulaires. Les perméabi- 
lité des membranes cytoplasmiques et squelettiques 
des gamétophytes d'linduriu pinnutifidu vis-à-vis du 
glycérol ou du DMSO ne sont malheureusement pas 
connues. Il n'est donc pas certain que la concentration 
intracellulaire en cryoprotecteur au moment de la 
congélation ait été suffisante pour permettre une 

bonne protection. Des concentrations en cryoprotec- 
teur plus élevées oulet des durées d'exposition des 
cellules aux cryoprotecteurs plus longues pourraient 
être un moyen d'obtenir une meilleure protection de 
ces substances. 

Dans toutes les expériences, la réduction de la sur- 
vie des gamétophytes se traduit principalement par 
une modification de la coloration des cellules qui 
passent progressivement du brun au brun-vert puis 
au vert, avant de perdre toute pigmentation. Ce phé- 
nomène, significatif de la mort des gamétophytes, 
dévoile une forte sensibilité à la conservation à basse 
température des pigments jaune-orange (constitués de 
earoténoïdes) et verts (composés de chlorophylles) qui 
forment le complexe pigmentaire des algues lamina- 
riales (Cayral, 1975); le pigment jaune-orange appa- 
raît, en outre, plus sensible que le pigment vert. Des 
constatations similaires ont été effectuées avec des 
microalgucs marines : les espèces brunes résistent 
moins bien à unc conservation a -85°C que les 
espèces vertes (Goguenheim, comm. pers.). Ce phéno- 
mène de fragilité dcs pigments ne peut être expliqué 
pour le moment. Néanmoins, la tolérance des gaméto- 
phytes à unc cxposition de 220 minutes au glycérol 
ou au DMSO a 10 %, à temnérature ambiante (résul- 
tats non publiés) témoigne bue les pigments n i  sont 
pas affectés par les cryoprotecteurs. Il a également été 
démontri. quc la reprise de la croissance de méristèmes 
nécessite souvent des temps de latence après la 
décongélation : 2 à 3 jours chez l'œillet, 7 a 10 jours 
chez le fraisier, 2 semaines chez le manioc (Dereuddre 
et al., 1988). Un tel processus pourrait aussi avoir lieu 
chez les gamétophytes d7Unduriu pinnutqidu. Dans ce 
cas, leur remise en culture immédiatement après le 
réchauffement pourrait nécessiter des conditions de 
température, d'éclairement et dc milieu nutritif parti- 
culières. 

Les cellules des gamétophytes ayant subi une congé- 
lation a - 30 ou - 196°C (expérience 3) présentent 
souvent un aspect contracté immédiatement après leur 
décongélation ou les jours suivants. Pour Steponkus 
(1984), cette forme de lésion communément observée 
chez les organismes végétaux tués par la congélation 
(Levitt, 1972) correspond à une plasmolyse des 
cellules due a une perte de leur propriété osmorégula- 
trice. En effet, au cours de la congélation, les cellules 
subissent une déshydratation qui provoque leur 
contraction (Mazur, 1963). La perte de réponse osmo- 
tique pourrait donc correspondre à une altération de 
la perméabilité de la membrane plasmique lors de la 
contraction. Par ailleurs, Dowgert et Steponkus 
(1982) ont montré que la membrane plasmique de 
protoplastes peut être lésée par une exposition a une 
solution hypertonique mais que ces lésions sont moins 
importantes chez les protoplastes acclimatés au froid 
que chez ceux non acclimatés. Les protoplastes accli- 
matés résistent également mieux a de fortes contrac- 
tions que ceux non acclimatés. Cette différence d'apti- 
tude vis-à-vis des contractions osmotiques s'explique 
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p a r  des modifications morphologiques e t  structurales 
d e  la membrane plasmique (Pomcroy et  Siminovitch, 
1971; Niki e t  Sakai,  1981). D e  telles modifications 
n'ont pas encore été étudiées chez les gamétophytcs 
d'Unduriu pinnatifldu. Toutefois,  nous avons  observé 
un  épaississcmcnt d c  la membrane cytoplasmique 
et /ou d e  la mcmbranc squclcttiquc d e  gamétophytes 
exposés à 28-30°C (Pérez c t  al., 1984). <:CS gaméto- 
phytcs se développant normalement, l'épaississcmcnt 
d e  leur(s) membrane(s) constitue d o n c  une forme 
d'acclimatation li l'élévation d c  la température. En 
outre, la résistance naturelle dcs  gamétophytcs A un 
refroidissement d e  15 minutes  A - 15°C cons ta t ic  
d a n s  cctte é tude et  leur survie pendant  1 semaine à 
5°C (résultats non  publiés) peuvent suggérer qu'il 
existe un mécanisme d'acclimatation dcs gami tophy-  
tes dlUnduriu pinnatfidu a u x  températures inféricurcs 
i la normale. L'influence d e  cette acclimatation des 
gamétophytes sur  leur résistance A la congélation reste 
à déterminer. 

Il a également été démont ré  q u c  la survie dcs  
cellules d'intestin humain est affectée p a r  la libération 
d e  cadavérinc et  d e  putréscine des cellules mortes  
(Weil, 1972). La production d e  tcllcs substances toxi- 
ques chez les gamétophytcs mor t s  d'Unduriu pinnuti- 
j idu n'a pas, jusqu'à présent, é té  établie. Néanmoins, 
sans remettre e n  cause notre  interprétation des résul- 
tats,  I'influcnce, a u  cours  d e  la culture, des  gaméto-  
phytes mor t s  sur  les gamétophytes vivants ne  peut 
totalement être  cxciuc. 

CONCLUSION 

Bien que  ces résultats ne  constituent qu'une étude 
préliminaire p o u r  la cryoconservation des gaméto- 
phytes d e  I'alguc Undaria pinnatfida, ils appor ten t  
d'utiles informations sur  l a  tolérance d c  ccs orga- 
nismes. Premièrement. les méthodes d c  conscrvation 
employées p o u r  les microalgues ne sont  pas  applica- 
bles dans  leur totalité a u x  gamétophytes d'Undariu 
pinnatifidu. Ccux-ci nécessitent d o n c  la mise a u  point 
d'une méthode spécifique. Dcuxiémcmcnt, l'effet délé- 
tère d e  la conservation à basses températurcs SC tra- 
dui t  morphologiquement p a r  une dépigmentation 
ct /ou unc contraction des cellules. Troisièmement, 
les gamétophytes o n t  unc résistancc naturelle li u n  
refroidissement temporaire à - 15°C. C c  dcrnicr 
résultat ainsi q u e  l'importante capacité d 'adaptat ion 
des  gamétophytcs et  leur simplicité d e  structure nous  
permettent néanmoins d'envisager la cryoconserva- 
tion d e  ces organismes d a n s  un prochc avenir. 
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