UNIVERSITE DE BLIDA 1

Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie

Département de Biotechnologies

THESE DE DOCTORAT

En Sciences Agronomiques

Spécialité : Biotechnologie Végétale

ASSAINISSEMENT ET REGENERATION DE QUELQUES

CEPAGES AUTOCHTONES DE VIGNE Vitis vinifera L.

Par

Nassima AITER
Devant le jury composé de :
BENRBIHA. F.Z Professeur UB1 Présidente
CHAQUIA. C Professeur uB1 Directrice de thése
LEHAD. A M.C.A ENSA Co- Directeur de thése
AMMAD. F M.C.A UB1 Examinatrice
MEZIANE. M M.C.A UHB Chlef Examinatrice
BOUSSALHIH. B M.CA UDB Khemis-Miliana Examinateur

Blida, 19 Mai 2021




aile
Al Jled 8 Aball 3hlially aal sie o) U & (Vitis vinifera L) aba¥) cusll Cilial

s A il Gilual e Bliall g U de) )y sk Gaaly WAL 3 jiesa s 3 jpaa Cle sana (o O 5SH 5
DA Al g Ula Baage o5 ¢Adasale 40138 5 33850 Galliad Led 5 Al oda Aladll Lalidl Cag,hll ae

Lliall 5 Lgiieliaa g o2 a5 )SI 3 ) g dpaail Allad g dny juw A8y sk 58 4y il Aol )50 5ok e ISH)
AN Juad 025 J oS 535 0 sk () gt Al L )y Jad AJSEY) o3 dgal ga s Bl 1 B Lo
3psall 138 Llea Jal (0 8 praal) Jiall (350 (e (00l el 85 pae 50 pea¥) Alal) cuial) (o Cilial
by e clall jusl Juadl o Jgeanll o s Jlial &3 ) o g SN ge il ek e alisdly il
sbiaall o gl g ol ) JSS g JSH s g 5l (o giaa & aboas &3 cMurashige s Skoog (1962)
Jane Jumil (385 3 (ANA)<liisnd (68 (s (UM) 0.054 5 (BAP) (UM) 2.66 = s (MS3)
& AKE Gl puai aga g a3 ae (ANA) ) D8 U gaill Jasy i o (7481 <) 3aaaiall e ol j0as
Eil g e Blaall ey 1 jlae (5 of Sy @3 Gl ASE & g pdall 8 laasaad 5 3 bl gaes
aiall

Jiay adld Al ccaiall 430 550 3 ) sall pane (G dualay il ) (8 s b G el e LY
oash e Liul e <3S ) Ay mali e (6 O A gl (s 50all e iall (g )58V oda el 1 Lans
Al il 50 ) Y J el Silana (e Canen ) Aplal) cuinll Galial e (5 gualdl 305 SlasSl) 23l
Al &5 5 DAS-ELISA Aol s o3 uiall Cilial apen Jlial) i o Sl aS)dl) Hlady i) agaall
8 2 el ekl Aendinud)l Cligal) (e 8 GFLV aSU a5 il gren 8 GLRAV-3 2535
[ da 20) crodlas e ssiney (MS3, MS'3) Jae Ty & 4il) Gl okl (e 4y il de )30 e e
4l DAS-ELISA dalai ai€ 96255 100:¢75¢50 S (5 sinsar dilida 380 53 day )b o 5l paliiven g (il
(760 <)iislia cusis GFLV e 5 GLRAV-3 (7100 <) e Ll el o

GFLV «GLRaV-3 «ulayl cuall cilical <Vitis vinifera L. «@sal i<l ;4 alidal) clalg))
(";‘9:\35\ CM\ cGJLLA:\SJ\ CM\ ¢



Résumé

Les cépages autochtones de vigne (Vitis vinifera L.) sont principalement des
régions montagneuses du Nord de I'Algérie, composés de populations actuellement
dispersées spontanément. Le développement de la viticulture passe par la préservation
de ces cépages adaptés aux conditions pédoclimatiques locales. Ces derniers
possedent des caracteres organoleptiques et nutritionnelles appréciables, sont

actuellement menacés et en régression considérable.

La micropropagation constitue une méthode rapide et efficace pour régénérer,
multiplier et conserver ces ressources. Dans ce contexte et face a cette problématique,
s’inscrit notre étude qui vise a développer un protocole de régénération efficace de trois
cépages autochtones (Ahmar Bou Ameur, Tadlith et Lakhzine) via le microbouturage
afin de sauvegarder et de préserver cette ressource génétique. Indépendamment des
cépages testés, la meilleure propagation des pousses a été obtenue sur milieu
Murashige et Skoog (1962), modifié en teneur d’azote totale, forme de nitrate et calcium
apporté (MSs), additionné de 2,66 uM de BAP et 0,054 uM d’ANA. Le meilleur taux
d'enracinement des pousses régénérées (> 81%) a été atteint sur le méme milieu de
culture dépourvu d’ANA avec absence de changements morphologiques de tout les
vitro-plants. Nous suggérons la micropropagation qui pourrait étre une voie prometteuse

pour la préservation de notre patrimoine viticole.

Plusieurs virus de la vigne ont été signalés en Algérie et en particulier dans la
collection de matériel génétique de la vigne, c'est donc un grand défi d’assainir ces
cépages de linfection virale avant tout programme de sélection. Notre étude s'est
concentrée sur le développement de la chimiothérapie et la phytothérapie sur des
cépages autochtones collectés a partir des deux collections de vigne de I''TAF. Tous
ces cépages ont été testés par DAS-ELISA et la présence de GLRaV-3 a été confirmée
dans tous les échantillons, le GFLV a été confirmé aussi dans certains cépages utilisés
pour l'assainissement. Apres 8 semaines de culture in vitro des pointes de pousses
dans un milieu MS modifié (MSs et MS’3) contenant respectivement de la Ribavirine
(20mgl/l) et d’extrait d’ail a quatre concentrations différentes (100, 75, 50 et 25 %), le
test DAS-ELISA a révélé que le GLRaV-3 était totalement éliminé (100%) et le GFLV a

un taux significatif (> 60%).

Mots clés : Micropropagation, Vitis vinifera L., Cépages autochtones, GLRaV-3,
GFLV, Chimiothérapie, Phytothérapie



Summary

The native grapevine (Vitis Vinifera L.) is varieties mainly from the
mountainous regions of northern of Algeria, made up of populations of cultivars
that are currently spontanemented dispersed and small. Its development requires
the preservation of indigenous grape varieties adapted to local soil and climatic

conditions.

Micropropagation is a fast and efficient method to regenerate, multiply and
conserve these grapevine resources. In this context and in the face of this
problematic, fits our study, which aims to develop an efficient regeneration
protocol of three indigenous grape varieties (Ahmar Bou Ameur, Tadlith and
Lakhzine) via micro-cuttings in order to safeguard and preserve this genetic
resource. Regardless of the grapevine tested, the best shoot propagation was
obtained on Murashige and Skoog (1962) medium, modified in total nitrogen
content, nitrate form and added calcium (MSs), added with 2.66 uM
6-benzylaminopurine ( BAP) and 0.054 uM 1-Naphthalene-Acetic Acid (ANA).
The best rooting rate of regenerated shoots (> 81%) was achieved on the same
growth medium lacking ANA with no morphological changes in all regenerated
plants in vitro. We suggest micropropagation, which could be a promising path for

the preservation of our grapevine patrimony.

Several grapevine viruses were reported in Algeria and especially in
grapevine germplasm collection, therefore it is a great challenge to free these
varieties from virus infection before any breeding programs. Our study focused on
the development of chemotherapy on autochthonous varieties collected in ITAF
germplasm grapevine. All these varieties were tested by DAS-ELISA and the
presence of GLRaV-3 was confirmed in all samples, GFLV was also confirmed in
some grape varieties used for sanitation. After 8 weeks of shoot tips in vitro culture
in a modified MS medium (MSs and MS’3) containing respectively Ribavirin and
garlic extract at four different concentrations (100, 75, 50 and 25%), DAS-ELISA
test revealed that GLRaV-3 was eliminated (100%) and GFLV to a significant rate
(> 60%).

Keywords : Micropropagation, Vitis vinifera L., Autochthonous grappe
varieties, GLRaV-3, GFLV, Chimotherapy, Phytotherapy.
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LK : Lakhzine (cépage de vigne autochtone algérien)

TD : Tadlith (cépage de vigne autochtone algérien)

ABK : Aberkane (cépage de vigne autochtone algérien)

BEK : Bezoul El Khadem (cépage de vigne autochtone algérien)
MF : Muscat de Fandouk (cépage de vigne autochtone algérien)
F : Ferrana (cépage de vigne autochtone algérien)

AG : Amghar (cépage de vigne autochtone algérien)

ISEM : Immino Sorbent Electron Microscopy

RT-PCR : Real-Time Polymerase Chain Reaction

KNOP : Milieu nutritif, Inventé par le chimiste allemand Johann Knop (1817-1891), il

contient 4 éléments K (potassium), N (azote), O (oxygéne), P (phosphore).
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INTRODUCTION

La vigne (Vitis vinifiera L.) est 'une des especes des régions a climat tempéré,
ayant une place socio-économique importante dans le bassin méditerranéen. Sa
culture est bien ancrée dans les traditions des populations paysannes algériennes,

elle existait depuis I'antiquité bien avant la colonisation frangaise (1 ; 2).

L’Algérie posséde une biodiversité trés riche de cépages parmi les plus anciens
du bassin méditerranéen. Leroux en 1894, décrit dans une étude ampélographique
'existence d’'une gamme variétale constituée de 45 cépages indigénes dont 25 a

raisins rouges et 20 blancs (3).

Les cépages autochtones représentent une ressource considérable de genes
pour la reproduction de la vigne. Cependant, ce matériel végétal inexploré n’est pas
a l'abri d’érosion génétique en raison de l'introduction massive depuis les années
1970 de cépages dites a haut potentiel génétique (2). Ces ressources viticoles sont
malheureusement menacées et exposees aux risques de déperdition progressive
suite a la méconnaissance de leurs qualités agronomiques et technologiques (4).
Cela, peut éventuellement conduire inexorablement a une perte ou a une diminution
irréversible de la diversité du pool génétique avec tous les risques de vulnérabilité
aux changements climatiques, aux attaques par les ravageurs et aux introductions de

nouvelles maladies notamment virales (5).

Le développement de cette culture passe par la préservation des cépages
autochtones adaptés aux conditions pédoclimatiques locales. Ces derniers
possedent des caracteres organoleptiques appréciables (6). Cependant, la
micropropagation constitue une meéethode rapide et efficace pour régénérer, multiplier
et conserver ces ressources viticoles en voie de disparition et/ou menacées par les
aléas biotiques et abiotiques (7 ; 8 ; 9), réduisant ainsi les risques d'extinction et la
perte de variabilité génétique. La propagation in vitro pour la conservation de la

diversité génétique de la vigne (Vitis vinifiera L.) a été largement appliqguée et de
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nombreux cépages ont été régénérés avec succes (10). La micropropagation est une

méthode bien établie permettant de produire des plants génétiquement stables (11).

Le succes de la micropropagation de la vigne semble étre influencé
principalement par la composition minérale et hormonale du milieu de culture (12).
En effet, il s’est avéré que la majorité des milieux a base de Murashige et Skoog (13)
modifiés et développés par les auteurs (14 ; 15; 16 ; 17), ne donnent pas de
résultats satisfaisants sur les cépages autochtones. De plus, de nombreux auteurs
recommandent ['utilisation de la BAP (en raison de son efficacité sur la multiplication
(18;19; 20 ; 21) et 'ANA pour I'enracinement (20 ; 21 ; 22 ; 23). En outre, plusieurs
études ont illustré les difficultés inhérentes a l'application d'un schéma directeur de
micropropagation in vitro universel et soulignent I'hétérogénéité des réponses
obtenues (24 ; 25).

Aujourd’hui la grande partie des vignobles sont sujets & des maladies
dégénératives, les plus importantes sont d'origines fongiques comme des
dépérissements de type Esca (26), Eutypiose (27 ; 28) et BDA (Black Dead Arm)
(29), des pourritures grises causées par Botrytis cinerea (30). Ainsi les infections

virales notamment les maladies de court-noué et I'enroulement foliaire (31).

La vigne est infectée par environ 70 espéces virales distinctes appartenant a un
large éventail de groupes taxonomiques (17 familles et 27 genres) (32). Certains de

ces virus étaient largement répandus dans toutes les régions viticoles du monde.

L’enroulement foliaire de la vigne est une maladie complexe qui fait partie de ces
maladies virales. Elle est la plus dommageable virose sur raisin (33 ; 34 ; 35 ; 36).
D’autres auteurs rapportent qu’une infection totale par GLRaV-3 d’un vignoble de

Merlot peut causer des pertes de 'ordre de 2 406 dollars/ ha (37).

En plus de I'enroulement, d’autres virus notamment le GFLV, le GFkV ont été

détectés dans plusieurs collections de matériel génétique de vigne (38 ; 39).

Les techniques d’assainissement sont utilisées pour I'élimination des virus

néanmoins, elles présentent des difficultés dans leur mise en ceuvre (40).

La culture du méristeme, souvent combinée avec la thermothérapie est

largement appliquée pour éliminer les virus de vigne (41 ; 42 ; 43).
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De nouvelles méthodes d'assainissement ont été développées afin de protéger
le patrimoine génétique viticole notamment, la chimiothérapie, la cryothérapie et la
phytothérapie. Récemment, plusieurs virus dont le GLRaV-3, GVA et GRSPaV ont

été éliminés des vignobles infectés par embryogenése somatique (44).

Actuellement, I'élimination des maladies virales des plantes par des produits
chimiques a pris une place dans le contréle des cultures, cependant, un de ces agents
antiviraux étant la Ribavirine, utilisée aussi dans le milieu de culture in vitro a fait
'objet de plusieurs travaux de recherches portant sur I'élimination des virus de la
vigne (45 ; 46 ; 47).

D’autres procédés d’assainissement viral, la phytothérapie avec I'utilisation des
extraits végétaux révele des promesses considérables pour l'agriculture et les
cultures économiquement importantes. Les extraits d’ail et les huiles auraient des

propriétés antimicrobiennes significatives (48).

En tenant compte de ces problémes et aux difficultés rencontrées dans la
régénération et I'assainissement viral, nous avons jugé utile de mettre en place cette

étude de recherche qui vise :

- La vérification et le contrle des cépages autochtones multipliés sous serre
prélevées des pieds mére des 2 collections viticoles nationales installées a I'l'TAF et
gui se trouvent au niveau des stations expérimentales de Benchicao (Médéa) et de

Tighennif (Mascara).

- Parmi les cépages controlés par sérologie, 3 d’entre eux (Ahmar Bou Ameur (AH) ;
Tadlith (TD) et Lakhzine (LK)) étaient sains et ont fait I'objet d’'une régénération par

microbouturage.

- Un essai d'assainissement par chimiothérapie a base de Ribavirine a été effectué
sur 3 cépages avérés atteints de viroses notamment le GLRaV-3 et le GFLV aprés
contrOle, il s’agit de: Aberkane (ABK); Bezoul EI Khadem (BEK); Muscat de
Fandouk (MF) et le cépage Farana (F) atteint seulement par le GLRaV-3.

- Un autre essai d’assainissement par phytothérapie a base d’extrait d’ail (Allium
sativum L.) a été effectué sur 2 cépages atteints de GLRaV-3 seulement, il s’agit de :
Amghar (AG) et Farrana (F).
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PARTIE 1

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

CHAPITRE 1. GENERALITES SUR LA VIGNE

1.1. ORIGINE ET DISTRIBUTION GEOGRAPHIQUE

La vigne (Vitis vinifera L.) est d’origine tres ancienne, la théorie la plus
largement répandue est celle de (50 ; 51 ; 52 ; 53 ; 54 ; 55), rapportant que les
premiéeres traces de ceps de vigne remontent de 8000 a 6000 ans avant JC et
sont découvertes dans la Transcaucasie (Géorgie, Arménie et Azerbaidjan). En
outre, des travaux de biologie moléculaire ont confirmé que les nouveaux
cépages proviennent majoritairement du sud-ouest asiatique (56). Depuis ces
régions, la culture de la vigne s’est répandue dans tous les pays de I'Inde jusqu’a

I'Europe occidentale (57).

Des analyses chimiques de contenants céramiques archéologiques,
attestent que la fabrication de vin a eu naissance depuis le Néolithique, au
VI® millénaire avant JC., a Shulaveri-Gora (Georgie) et a Hajji Firuz Tepe, dans le
nord des montagnes du Zagros (Iran) (54). Il semble que les plus anciens pépins
de morphologie domestique ont été découverts dans la grotte chalcolithique

d’Arménie dans le sud-est arménien vers 4000 avant JC. (58).

Par ailleurs, les premiers procédés de vinification ont été retrouvés en
Egypte, datant de 3000 ans avant JC (59). Ensuite, la Gréce par le biais des
échanges commerciaux avec I'Egypte, adopta la culture de la vigne et la
vinification vers 2000 ans avant JC (60), plus tard, la viticulture a été introduite par
les Grecs dans toute la méditerranée (61). Cependant, I'expansion de 'Empire
Romain a permis de répandre la culture de la vigne dans le Sud d’ltalie, Espagne

et la France ou ils furent les premiers a donner des noms a des cultivars de vigne.
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L’extension de I'lslam en Afrique du Nord, 'Espagne et au Moyen-Orient a joué
egalement un réle important dans la propagation de la vigne de table (62) (figure
1.1). Actuellement, la vigne a franchi les frontiéres de la méditerranée pour se
répartir sur tous les continents. En effet, depuis le XVe siécle, et la découverte de
nouveau monde, laire de la culture de la vigne s’est étendu au continent
Américain, Afrique de sud, Australie, Nouvelle Zélande, bordure Nord-Ouest du

pacifique (figurel.2) (63).

L’Espagne et le Moyen-Orient jouent également un role capital dans la

propagation de la vigne de table (62) (figure 1.1).
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Figure 1.1. Carte de répartition de la vigne spontannée .
(64)

En Algérie la culture de la vigne remonte a I'antiquité (65). Le sol algérien
portait des vignes spontanées ou lambrusques appartenant toute a Vitis vinifera L.
Cette richesse est due a la longue histoire de I'Algérie et au brassage de peuples
et de diverses civilisations (Phénicienne, Romaine, Arabo-islamique et Latine)
(66).
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Des fouilles exécutées en 1925 a El-Harrach (Alger) ont mis a jour dans les
formations de remblaiements de I'oued El-Harrach, des débris de vigne, de feuilles
desséchées et pépins, nettement identifiés (67). Aussi, elle constituait un élément
du paysage botanique de I'Algérie (2). La viticulture proprement dite entreprise en
vue de la production de vin date en Algérie de I'époque phénicienne qui ont
introduit des cultivars orientaux, il s’agit des cépages croisés avec les formes
spontanées autochtones qui ont donné naissance a d’autres nouveaux cépages

autochtones.

Le patrimoine viticole Algérien s'est enrichi de cépages provenant d'autres
pays comme I'Espagne, I'ltalie et la Turquie et ce durant la période du moyen-age
au 19°™e sjecle. Le vignoble était localisé dans les zones de montagne et dans les
jardins périurbains ou sa culture était destinée pour la consommation de ces

raisins frais ou transformés.

La colonisation francaise en 1830 avait orienté cette culture vers la
production vinicole des 1860 suite a la crise phylloxérique qui avait ravage le
vignoble Francais et européen, pour atteindre son apogée en 1939 avec une
superficie de 400 000 ha et une production de l'ordre de 17 millions d’hl et de ce
fait, ' Algérie était le 4™ pays producteur de vin aprés la France, I'ltalie, 'Espagne

et le premier exportateur de vin au monde (68).

1.2. CARACTERISTIQUES BOTANIQUES ET CLASSIFICATION

La vigne est un spermaphyte, angiosperme qui appartient a la famille des
vitaceae. Les pieds sont des lianes a tiges plus ou moins sarmenteuses,
possédant des vrilles opposées aux feuilles (69). La vigne comprend 19 genres
(70), parmi eux le genre Vitis présente une importance agronomigue majeure,

comportant deux sous genres (71) (figure 1.2).

Le sous-genre Muscadinia, originaire des Etats-Unis renferme une seule
espece cultivée (Muscadinia rotundifolia) connue par sa résistance a un grand

nombre d’agents pathogenes (72).

Le sous-genre Euvitis, “vraies vignes”, comprend une soixantaine d’espéeces
diploides (2n=38) qui sont classés en quatre groupes, en fonction de leurs origines
géographiques (74)
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Famille Vitaceae
| |
] ' |
Genres Ampelopsis Gissus  Vitis Parthenocissus ~ Autres
Sous-genres Vrais vignes Muscadinia

Origine Americaines Euroasiatigue Asiatique
Especes  V.riparia V.rupestris V.Berlandrei V.labrusca V. vinifera v.amurensis V. rotundifolia
L | |
Cépages  Gloie  Rupestris Carignan ~ Pinot Cabernet Gamay Chasselat
de Montpelier  du Lot

Figure 1.2. Arbre taxonomique des Vitacées (74)

- Les vignes américaines rassemblent une vingtaine d'especes principalement, les
especes V. labrusca, V. riparia, V. rupestris et V. berlandieri (75). Ces espéeces
présentent une bonne résistance aux ravageurs notamment au puceron
phylloxera. Elles sont utilisées comme porte-greffes ou croisées avec V. vinifera
pour produire des hybrides, leur introduction en Europe était a l'origine de
I'apparition de I'oidium (1845) (76), le phylloxera (1868) (77), le mildiou (1878) et

le black rot (1885).

- Les vignes asiatiques comprennent une dizaine d’espéces non résistantes aux
maladies d’origine américaine (oidium, mildiou, black-rot...), mais résistantes au
froid, raison pour laquelle certains cépages (Vitis amurensis) sont utilisés dans les

programmes de croisement interspécifiques (70).
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-Les vignes tropicales, moins communes ;

-La vigne européenne représentée par une seule espéece Vitis vinifera L., qui
réunit la plus part des cépages de Vitis dans le monde. On distingue chez cette
espece la sous espéce sylvestris (les Lambrusques), qui correspond a la vigne
spontanée avant I'invasion de phylloxera, la sous espéce vinifera correspond a la
vigne cultivée (73) ou elle regroupe plusieurs cépages dont les fruits sont

comestibles (raisin de table, raisin sec et raisin de cuve).

1.3. Importance de la viticulture dans le monde

La production mondiale de raisins frais est de 78 millions de tonnes avec
49,4 millions de tonnes destinée a la transformation (raisin de cuve) ; 27,3 millions
de tonnes (raisin de table) et 1,3 millions de tonnes (raisin de séchage)
correspondant a une superficie globale de 7,4 millions d’hectares. Durant la
campagne 2017 /2018, la Chine est le premier pays producteur mondial de raisin,
avec 11,7 millions de tonnes (15% de la production mondiale de raisins),
suivie de [I'ltalie (8,6 millions de tonnes), des Etats-Unis (6,9 millions de tonnes),
de I'Espagne (6,9 millions de tonnes) et de la France (5,5 millions de tonnes) (78).
Les pays européens, restent prédominants au terme de production (37%) et de

superficie viticole (45 %) soit 3,2 millions d’hectares (figure 1.3) (79).
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Figure 1.3. Carte des principaux pays viticoles dans le monde (79)



24

Le rythme d’évolution du vignoble mondial subit des variations, ceci peut étre
expliqué par les politiques viticoles trés diversifiees selon les continents et les

pays (arrachages et plantations).

Durant la période 2000/2003 laugmentation des superficies viticoles
mondiales estimée a 160 000 ha est due principalement aux nouvelles plantations
dans les pays de I'hémisphere sud aux Etats-Unis (USA), Algérie, Egypte, Iran,
Turquie et en Syrie.

Durant la période 2004/2011, la baisse des superficies viticoles mondiales
estimée a 367 000 ha est di au programme d’arrachage principalement dans les
pays européens qui représentaient 57,5% de la superficie viticole mondiale en
2009.

Durant la période 2011/2014, la hausse de la superficie viticole mondiale
estimée de 106 000 ha est dd principalement a la poursuite du développement de
I'Argentine, du Chili, du Pérou et la poursuite de la croissance du vignoble
ameéricain et de la Turquie. La Chine qui étant le principal moteur de la croissance

globale de la superficie des vignobles asiatiques.

Durant la période 2014/2016, on observe une chute des superficies viticoles
mondiales depuis 2014, induite notamment par la diminution de la superficie

viticole en Turquie, en Iran, aux Etats-Unis et au Portugal.

Durant la période 2016/2019, le vignoble mondial s'est stabilisé depuis 2016,
principalement grace aux programmes de restructuration des vignobles mis en
place dans I'UE, qui s'élevent pour la cinquieme année consécutive a 3,2 Millions
d’ ha.

La production de raisins a une tendance d’une hausse (+1%/an) depuis
2000, malgré la baisse de la superficie du vignoble (-3%). Ceci est dl
principalement a la hausse des rendements, suite aux progrés enregistrés par
I'amélioration continue des techniques viticoles. Malgré une chute de production
de 11% en 2018, la Chine conserve sa place de leadeur mondial avec
11,7 millions de tonnes, soit 15% de la production mondiale de raisins, suivie de
I'ltalie (8,6 millions de tonnes), des Etats-Unis (6,9 millions de tonnes), de

I'Espagne (6,9 millions de tonnes) et de la France (5,5 millions de tonnes).
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La production mondiale de vins (hors jus et modts) en 2019 s’éléve a
260 millions d’hl et 292,3 millions d’hl, avec une diminution de 34 millions d’hl

par rapport a celle de 2018, qui représente 12% de perte (79).

En 2019, la production du vin de l'union européenne (UE) a atteint 156
millions d’hl, soit 60% de la production vinicole mondiale. Cette derniére a connu
une diminution de 14,23% (25,9 millions d’hl) par rapport a 2018. Cette baisse est
le résultat des conditions météorologiques défavorables dans les principaux pays

producteurs européens.

Avec ses trois pays viticoles I'ltalie (47,5 millions d’hl), la France (42,1
millions d’hl) et 'Espagne (33,5 millions d’hl), 'UE est considérée comme le

premier producteur et exportateur du vin (79).

1.4. Importance de la viticulture en Algérie

La viticulture est parmi les principales essences fruitieres avec prés de 7%
de la superficie arboricole et viticole, soit une superficie de 68 649 ha (80). De ce
fait, elle occupe une place de choix dans le processus de la relance économique
dans notre pays, occupant ainsi, la quatriéme place a I'échelle nationale apres

I'olivier, le palmier dattier et les agrumes.

Actuellement, la viticulture est tres diversifiee en Algérie, elle est constituée
de cépages a raisin de table (48 310 ha), a raisin de cuve (20 294 ha) et de
variétés de porte greffes (62 ha) (81). Elle se repartie sur 'ensemble de territoire,
nous la retrouvons aussi bien en plaine qu’en montagne, ainsi que sur les

coteaux, la steppe et les zones oasiennes.

En 2019, la production du raisin table est de 5 037 396 gx pour une
population de 43 000 000 habitants, ce qui représente une consommation de
11,71 kg/habitant (81).

Le vignoble de table est dominé par les cépages de saison, il se localise
dans les zones littorales, les plaines antérieures et la montagne. La vigne de table
se caractérise essentiellement par, une dominante de la conduite en extensif, une
fluctuation des rendements, une courte période de présence sur le marché, avec
une gamme de cépages peu diversifiee et insuffisamment adaptée a la demande
du marché (80).



Tableau 1.1 : Evolution des superficies, productions et rendements de la vigne
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Au cours de la derniére décennie 2010/2019 la production moyenne de raisin
de table est de 4 649 703,2 gx (tableau 1.1) (81).

en Algérie (81).
Vignes de table Vignes de séchage Vignes de cuve
Année Sup (ha) Prd (gx) Rdt(gx/ha) Sup Prd Rdt Sup (ha) | Prd (gx) Rdt(gx/h
(ha) (@¥) | (gx/ha) a)
2010 41 511 4743 285 114,3 67 1620 24,2 27 646 860 715 311
2011 45 338 3499 150 77,7 69 1650 23,9 26 929 525120 19,5
2012 42 638 4 683 466 109,8 58 1720 29,7 25973 697 404 26,9
2013 42 981 4 829 497 112,4 38 860 22,6 25 545 878 043 34,4
2014 41 709 4373 117 104,8 38 860 22,6 24 670 806 373 32,7
2015 42 231 4 925 640 116,6 36 700 19,7 23712 754 350 31,8
2016 42 692 4991 321 116,9 31 500 16,4 23123 721 694 31,2
2017 42 067 5000 922 118,9 00 00 00 22 415 664 865 29,7
2018 41 036 4413 238 107,55 00 00 00 21 620 616 547 28,52
2019 41 382 5 037 396 121,7 00 00 00 20 294 460 933 22,7

Les données relatives a I'évolution du vignoble national montrent que pour la
vigne de table, la production, les rendements a I'hectare et la superficie ont
enregistré une évolution assez remarquable. Durant la compagne 2018/2019, elle
a connu des fluctuations et le niveau de la production de raisin de table a
régresse, cet état est di aux aléas climatiques. Toutefois, la tendance annuelle de
la production de raisin de table est a la hausse depuis 2012 a I'exception des
années 2014 et 2018 suite aux conditions météorologiqgues défavorables
principalement d'ordre hydriques d'un climat méditerranéen caractérisé par de
faibles pluies qui sont irrégulierement réparties au cours de I'année et souvent

absentes durant les périodes critiques (besoins de la plante).

L’évolution de la vigne de cuve a connu une diminution des superficies a
partir de 2010 (27 642 ha) pour arriver a 20 294 ha en 2019. Toutefois, la
tendance annuelle de la production de raisin de cuve est a la baisse depuis 2014
suite aux arrachages. Cependant, le rendement a I'’hectare a connait lui aussi de

grandes variations, Il a atteint 19,5 gx/ha en 2011 et a plafonné 34,4 gx/ha en
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2013 du faite que la vigne de cuve se localise essentiellement dans les wilayas de
'Ouest algérien (Mascara, Relizane, Tlemcen, et Mostaganem) qui se

caractérisent par un climat semi-aride.

Le raisin sec a connu une dégradation depuis 2017 suite a 'abandon de sa

culture par les viticulteurs, et ce malgré l'incitation des pouvoirs publics.

1.4.1. Répartition géographique

La viticulture algérienne est concentrée exclusivement au niveau de 13
principales wilayas réparties dans les régions centre, Ouest et Est du pays dont
Six se trouvant au centre et a I'Ouest occupant une superficie de 50 682 ha soit
73,05% de la superficie total national : Boumerdes, Ain-Temouchent,

Mostaganem, Mascara, Médéa et Sidi Bel Abbes.

Ces six wilayas représentent, a elles seules, plus des 2/3 de la viticulture
algérienne avec des superficies respectives de 13 873 ; 12671 ;10796 ;4 746 ; 4
371 et 4 225 ha. La superficie des vignobles restants est représentée par les
wilayas de Tipaza (2 685) ; Alger (2 381) ; Tlemcen (2 286) ; Tizi Ouzou (1 275) ;
Chlef (1 240) et Blida (1 169 ha).
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Malgré, le soutien accordé par I'Etat a travers des différents programmes de
développement agricole (PNDA, FNRD), on assiste a une diminution des
superficies viticoles qui passent de 69 224 ha (2009) a 68 649,27 (2019) soit

(0,83%) due aux arrachages de vieux vignobles (Figure 1.4)

B CHLEF @ BLIDA B TLEMCEN
ETIiZI OUZOoU OALGER B SKIKDA

O SIDI BEL ABBES B MEDEA E MOSTAGANEM
B MASCARA B BOUMERDES B TIPAZA

O AIN-TEMOUCHENT B RESTE

Figure 1.4. Répartition des zones viticoles algériennes (81)

1.4.2. Production de plants

Durant la campagne 2018/2019, la production de plants de vigne a atteint
1 527 804, répartis comme suit : 1 198 509 plants racinées soit 78,45 %, 327 845
en greffées soudées (21,46 %) et le reste sont produit par pied franc soit 1 450 ce
qui représente 0,09 % de la quantité totale de plants produits pour la méme

période.
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Les principaux cépages multipliés sont : Cardinal, Alphonse Lavallée, Muscat
d’Alexandrie, Sybel (Dabouki) et le Dattier de Beyrouth (81).

La description des cépages de vigne cultivés en Algérie ont fait 'objet de
nombreuses études, il s’agit souvent des cépages introduits, des cépages

autochtones et de nouvelles introductions ou croisés.
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Chapitre 2

REPRODUCTION DE LA VIGNE

La vigne peut étre reproduite par plusieurs techniques regroupées en deux

modes de multiplication : conventionnelle et biotechnologique

2.1. MULTIPLICATION CONVENTIONNELLE ET BIOTECHNOLOGIQUES

La vigne peut étre multipliée conventionnellement par voie sexuée ou asexueée.

2.1.1. Multiplication sexuée

Ce mode de multiplication se fait par semis. Tous les cépages qui existent a
I'échelle mondiale sont le résultat de la domestication par voie sexuée de la vigne
sous la pression sélective de I'utilisation humaine. Une plante issue de la
germination d’'un pépin a ses propres caracteéristiques et uniques, méme si elle est
obtenue par autofécondation. Un pépin de vigne d'un cépage cultivé ne donne pas
intégralement les caractéres génétiques du plant mére (82). Ce procédé de
multiplication est utilisé par les sélectionneurs et les améliorateurs dans les
programme d’amélioration génétique pour la création de nouveaux cépages et de

portes greffes (83).

2.1.2. Multiplication asexuée ou végétative

La multiplication végétative est un mode de reproduction permettant la
production de nouveaux individus génétiguement identique a l'individu parental a
partir d'un seul organisme de la méme espece. Cependant, la multiplication
végeétative est possible grace a la présence des méristémes et la capacité d'en

produire de nouveau, par la dédifférenciation des cellules vivantes (84).

Il s’agit d'un mode de multiplication qui génére de nouveaux individus
possédant le méme génome et sont identiques a la plante meére. Cette
multiplication peut étre réalisée par différentes méthodes traditionnelles

(bouturage, marcottage, provignage et greffage).

Apres la crise phylloxérique, le procédé de multiplication de Vitis vinifera L.

par voie végétative a été abandonné et remplacé par l'association des deux
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individus (greffon et porte greffe), ce greffage est réalisé sur table ou en plein

champs (85).

2.2. TECHNIQUE DE MULTIPLICATION BIOTECHNOLOGIQUES

Selon Augé et al. (86) et Kozlowsky et al. (8), les techniques modernes de
culture in vitro fournissent des outils efficaces qui sont considérés comme
alternatives aux méthodes classiques de multiplication des plantes. Cependant,
l'explant est choisi en fonction de la technique utilisée, de Il'objectif visé et de

I'espéce (87).

Une attention particuliere a été accordée aux vitro-méthodes comme des
alternatives viables pour la multiplication en masse, de qualité, d'homogénéité
génétique et des plantes indemnes de maladies de nombreuses -cultures

commerciales (88).

2.2.1. Micropropagation

La culture tissulaire est la pratigue de micropropagation in vitro la plus
appliguée aux espéces ligneuses. La faisabilité de cette technique dépend du taux
de multiplication des pousses au cours des subcultures et du pourcentage
d'enracinement des pousses régénérées (89 ; 90).

La multiplication de la vigne a progressivement intégré les techniques de
propagation in vitro des les années 1960. Ainsi, la vigne a fait I'objet de
recherches pour le développement d’un protocole idéal de multiplication in vitro
afin d’accélérer la production des plantes issues de programme de sélection
clonale et sanitaire en utlisant la culture tissulaire soit, des meéristémes

préexistants soit des tissus sans structure méristimatique préexistante (91 ; 92).

Le succés de la micropropagation des cépages de vigne a été signalé des
les années 1970 jusqu’au début des années 1990, en utilisant différents explants
tels que, les apex des pousses, les bourgeons axillaires, les méristemes (93 ;
94;95; 96). Singh et al. (97) soulignent que l'aspect commercial n'a pas
été résolu dans la plupart des cas avec des problémes de vitrification et de

formation de cals a la base des pousses.


https://journals.ashs.org/hortsci/view/journals/hortsci/49/7/article-p949.xml#B2
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https://journals.ashs.org/hortsci/view/journals/hortsci/49/7/article-p949.xml#B11
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C’est au cours des années 2000, que la technique de multiplication rapide in
vitro des cépages a été développée, elle a permis l'obtention de milliers de

plantules par an (97).

Cette nouvelle technologie a été appliquée pour des génotypes de Vitis en
utilisant la culture des ovules non fécondés (98), culture d’anthéres (99), pollen
(100), vrilles (101), culture de méristemes d’apex apicaux, des microboutures de
pousses axillaires ou par formation de bourgeons adventifs (93 ; 94; 95; 102;
96).

En effet, la micropropagation présente de nombreux avantages
comparativement aux autres techniques de multiplication classiques, permettant
de pallier aux problémes de régénération des espéces chez lesquelles les
semences sont rares, ou présentant des difficultés de germination et/ou dont les
techniques de bouturage ou de greffage sont inapplicables, ce qui a conduit a une

plus grande diversité des plantes commercialisées (103).

Cette technique prometteuse est utilisee comme méthode de multiplication
en masse, elle permet I'obtention d'un nombre considérable de plantes
génétiguement identiques a la plante mere a partir d'un seul individu. Ces plantes
régénérées sont généralement conformes mais parfois des variations soma-
clonales sont induites entrainant une variabilité génétique qui dépend du mode de

multiplication appliqué (90).

Selon, George Sherrington (104), la technique de micropropagation

emprunte deux principales voies de multiplication (figure 1.5) :

- La premiére, dite “voie de propagation conforme”, utilise des tissus
méristématiques (méristeme, apex ou bourgeons axillaires) conduisant a des
individus pourvus du méme stock d’information héréditaire que la plante dont ils
sont issus, potentiellement capables de donner suite, au développement normal,
un individu conforme a la plante mere (105). A partir d'un explant, cette voie

aboutit a la formation d'un nouvel individu par I'élaboration de bourgeons

(caulogénése) et de racines (rhizogénese) (84).
Pour la caulogénése, il s’agit a la fois de l'initiation et du développement du :

e Bourgeon terminal dérivant de la gemmule de I'embryon ;


https://journals.ashs.org/hortsci/view/journals/hortsci/49/7/article-p949.xml#B31
https://journals.ashs.org/hortsci/view/journals/hortsci/49/7/article-p949.xml#B13
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e Bourgeon axillaire produit généralement par les deux ou trois assises
cellulaires superficielles de la tige ;

e Bourgeon adventif formé a partir d'organes différenciés de la plante (entre
nceuds, tubercules, racines) comme, il peut y avoir des cellules
meéristematiques en masses restées ou bien d'une différenciation de
certaines cellules (106) ;

e Bourgeon néoformé in vitro qui peut apparaitre sur I'explant initial ou sur
le cal qui peut étre considéré comme un cas particulier de bourgeon
adventif (107). Ce dernier, est induit sur n'importe quel type d'organe ou
de tissu y compris sur ceux qui ne le produit pas habituellement dans les
conditions naturelles (106 ; 108 ; 84).

La rhizogénése est le phénoméne d’organogénése le plus impliqué dans la
multiplication végétative. Son étude tient de plus en plus compte des interactions
complexes de facteurs endogénes des tissus, mais elle reste dominée par le

probléme de régulation hormonale et en particulier par le taux des auxines (84).

-La seconde voie, dite “propagation non conforme”, c’est lI'ensemble de
techniques qui utilisent des tissus différenciés (fragments de tige, de racines, de
pétiole, de feuilles, d'embryons matures et immatures, d'’hypocotyles, cotylédons)
afin d’aboutir a la néoformation soit de bourgeons ou de racines (organogénese),
ou des structures ressemblant aux embryons zygotiques (embryogénése

somatique).
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Figure 1.5. Principales voies de la micropropagation
(104)
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2.2.1.1. Microbouturage

La technique de microbouturage utilise des tissus différenciées, elle est
potentiellement capable de donner suite, au développement normal d'un individu

ou des cellules génétiquement tres stables (89 ; 107).

Cette technique offre la possibilité de reproduire des plantules authentiques
a la plante mére soit par la stimulation des capacités naturelles de multiplication
végeétative de I'espece, ou par l'induction d’une organogénése de bourgeons et de

racines (86).

Elle permet la régénération et la production en masse efficace et rapide de
tout génotype (109). Elle constitue non seulement une alternative aux méthodes
de multiplication conventionnelles mais présente aussi un outil important pour les

programmes de sélection (110 ; 111).

Pour maintenir la conformité génétique de clones des ligneux, la mise en
culture des microboutures, puis la stimulation des bourgeons axillaires et leur
prolifération, constituent la méthode la plus généralement appliquée en

propagation in vitro (112).

Selon Skiada et al. (10), la prolifération des bourgeons axillaires est
considérée comme réussie et plusieurs protocoles de propagation in vitro de la
vigne ont été mis au point, permettant ainsi une multiplication rapide de plantes. II
S’est avéré que les plantes auto-enracinées in vitro sont plus vigoureuses et plus

résistantes aux maladies (113).

En effet, 'avantage d'utiliser la culture de bourgeons nodaux ou la
prolifération des bourgeons axillaires est que la pousse régénérée in vitro s'est
déja différenciée in vivo, seuls un allongement des pousses et une différenciation
des racines sont nécessaires pour établir une plante compléte. Le taux de
multiplication peut théoriquement atteindre un million de plantules a partir d'un
seul explant en une seule année (105). Alors que, pour la prolifération des
bourgeons axillaires, on peut s'attendre a une production d'environ 75 millions par
an (114), cette technique représente donc sans contexte un outil puissant aux

perspectives industrielles et économiques importantes (115 ; 107).

Généralement, la régénération des bourgeons axillaires de vigne peut étre

obtenue a partir de I'organogénése des pousses (116 ; 117 ; 118 ; 119 ; 120).
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Pour la croissance et le développement de ces pousses régénérées in vitro, les

explants mis en culture passent par plusieurs phases :

2.2.1.1.1. Conditionnement et préparation des plants méres

pY

Elle consiste a préparer les pieds-méres, cette étape primordiale sert a
garantir I'état nutritionnel et sanitaire des plantes meres, qui devraient étre

dépourvues de toute carence en minéraux et sans aucun stress hydrique (121).

Au cours de cette phase, les pieds-meres doivent étre cultivés en conteneurs
sous conditions contrdlées, irrigués, fertilisés et traités de fagcon appropriée pour

les principaux agents pathogénes externes (103).

2.2.1.1.2. Etablissement de la culture et prolifération des bourgeons

L’établissement de cultures indemnes de contaminants est parfois difficile a
réeussir. Les contaminants de surface peuvent étre éliminés par des agents
désinfectants tels que I'hypochlorite de calcium (CaOCI) ou de sodium (NaOCl), le
peroxyde d’hydrogéne (H202) et le chlorure de mercure (HgClz) (122), cependant
les microorganismes endogenes, notamment les bactéries sont en générale
difficile a éliminer. La prolifération de ces contaminants n’apparaissent parfois

qu’aprés plusieurs subcultures et entrainent ainsi des pertes considérables.

La mise en culture par bourgeon axillaire de 0,5 a 1,0 cm de long ont été
utilisés pour la micropropagation rapide de vigne a partir de matériel végétal jeune
(123; 94 ; 95; 124 ; 125; 126) et adulte (127 ; 128). Hartl et Males (129, ont
rapporté que pour I'établissement de la culture, les boutures vertes a un nceud des
plants de vigne étaient les plus réactives. L’établissement de la culture in vitro
privilege I'emploie des organes végétatifs les plus jeunes, leur état juvénile

favorise plus de possibilités de régénération (89).

Cependant, tous les cépages de vigne ne donnent pas des réponses
similaires pour une composition de milieu spécifique. Par ailleurs, le degré de
réponse de Vitis vis a vis le microbouturage dépend de plusieurs facteurs
particulierement du génotype, de I'environnement (130) et de la composition

hormonale et minérale du milieu de culture (131 ; 19 ; 132 ; 111).
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Plusieurs chercheurs en culture de bourgeons axillaires des cépages de Vitis
lors de I'établissement de la culture ont utilisé le milieu de Murashige et Skoog
(13) (133; 134 ; 135 et 136 ; 137). Les chercheurs continuent de formuler une
composition minérale de milieu de culture définie pour la multiplication in vitro des
cépages de vigne qui nécessitent une formulation de base différente qui ont utilisé
les milieux MS modifiés (138 ; 15; 16 ; 17 ; 10; 20 ; 139 ; 111). En effet, lors de la
phase de I'établissement de la culture, Gray et Benton (96) ont constaté que le
taux de prolifération des pousses sur milieu MS était meilleur que celui a demi-
réduit (2 MS) ou sur le milieu WPM (138).

Ces milieux de base sont enrichis en vitamines et régulateurs de croissance
en particulier la cytokinine BAP en raison de son efficacité sur la multiplication de
cépages de vigne (18 ; 20 ; 21 ; 19) et 'auxine ANA sur I'enracinement (20 ; 21 ;
22 ;23).

En effet, selon Harris et Stevenson (94), la BAP favorise la plus grande
multiplication des pousses pour des concentrations allant de 5 a 10 uM alors que
la kénitine et la N-diméthylallyl-adénine (2ip) sont moins efficaces (95 ; 140). La
croissance des pousses a été induite par la BAP seule et en combinaison avec

une auxine (141).

L’apport de 'ANA a faibles concentrations (0,5 pM) dans le milieu de
I'établissement de la culture a amélioré le taux de prolifération de pousses (124).
Par contre, Novak et Jovova (95), ont rapporté que I'ajout de I'AIB au milieu
enrichis de BAP a inhibé la prolifération des bourgeons axillaires suite a la
formation de cals. Cependant, une prolifération maximale de pousses a été

obtenue lors de 'ajout de 2mg/l de BAP et de Zeatine en combinaison (142 ; 143).

L'efficacité du milieu de culture est étroitement liée au génotype, ce qui
nécessite 'adaptation de la composition minérale du milieu au cépage a multiplier.
Cette différence serait probablement liée a des exigences nutritionnelles variables

au sein de génotype.

En effet, selon certains auteurs, la modification de la formulation minérale du
milieu de culture a permis une augmentation du taux de multiplication de pousses
allant de 40 a 350% selon le génotype (15). Cette modification réside dans la

substitution de chlorure de calcium par le nitrate de calcium, I'élimination de
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l'iodure de potassium et la diminution de la concentration en sulfate de

manganese de 5 a 100 pM.

La nature de la source carbonée influence aussi les réponses au
microbouturage de la vigne. Généralement, I'hydrate de carbone le plus employé
est le saccharose, bien que ses effets dépendent du cépage (144). Cette source

carbonée est utilisée a la concentration de 3% (145 ; 146).

2.2.1.1.3. Rhizogénése

La rhizogénése de certains cépages de vigne ne nécessitent pas toujours la
présence d'auxines (147 ; 117). L'ajout d’AlA, ANA ou AIB pour des
concentrations allant de 0,1 a 2 mM était suffisant pour l'induction primordiale des
racines. Cependant, quel que soit la formulation minérale du milieu de culture MS
'enracinement a été induit pour les cépages de vigne. En effet, son emploi a
pleine concentration (145), % MS (148), %2 MS (95 ; 149 ; 150) ou ¥4 MS (Harris et
Stevenson, 1982) ont donné des résultats satisfaisants pour I'enracinement des
pousses régénérées in vitro, mais la croissance des racines était améliorée

lorsque la concentration en sels était réduite dans le milieu (124 ; 147 ; 151).

La concentration du saccharose dans le milieu est généralement réduite a
1% et la BAP est remplacée par 'ANA (124). En outre, l'utilisation d’une
concentration d’ANA supérieure ou égale a 0,3 mg/l produit, un gros cal basal
avec un nombre réduit de racines. Par contre les faibles concentrations d’ANA
augmentent le nombre de racines. En effet, Chee et Pool (124) a obtenu un
enracinement maximum pour les 15 cépages de la vigne étudiés a une
concentration d"ANA de 0,4 M.

L'initiation racinaire a été obtenue sur un milieu MS réduit de moitié (Macro
éléments) avec ou sans I'apport d’ANA (0,5 uM) selon les cépages, les pousses
qui ont induit les racines sur milieux enrichi d’ANA sont transférées sur le méme
milieu sans hormones (152). Par ailleurs, Gok et al. (153) rapportent que

I'enracinement a été obtenu pour tous les cépages avec un milieu sans auxines.
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2.2.1.2. Embryogenése somatique

L’embryogénése somatique est l'aptitude des cellules végétales a se
développer en embryons somatiques, c’est un processus par lequel les cellules
somatiques se développent en plantes (154). Cette technique permet de produire
une grande quantité de plantes qui peuvent étre génétiquement identiques a la
plante mere (155 ; 156).

L’embryogenése somatique est souvent obtenue sur un milieu de culture dit
d’'induction, connu pour sa richesse en auxines. Une fois l'induction faite, les
cellules se divisent et se développent en cals nommés embryogénése qui donnent

naissance a des embryons somatiques (121).

La culture d'antheres était la plus utilisée pour la micro propagation par

'embryogenése somatique chez plusieurs cépages de vigne.

Des cals ont été obtenus pour la premiere fois chez la vigne par Morel en
1944, plus tard, Jona et Webb (157), ont obtenu des cals a partir des pousses

jeunes, pétioles et des vrilles sur vigne spontanée sans induire 'organogénése.

La régénération de plantes de Vitis vinifera L. par embryogenése somatique
a été obtenue pour la premiére fois par Mullins et Srinivasan (158), sur des ovules
non fécondés du cultivar Cabernet-Sauvignon et Hirabayashi et al. (99) sur culture
d'antheres de Vitis thumbergii. Plus tard, Krul et Worley (159), ont obtenu des
plantules de I'hybride interspécifique Seyval a partir de cals dérivés de la culture
d’étamines. Rajasekaran et Mullins (119) ont obtenu des plantes de I'hybride
interspécifique (Vitis vinifera x Vitis rupestris) par la culture d'antheres. De méme,
que sur Vitis vinifera (160 ; 161) et différents cultivars de porte-greffes (162).

Plusieurs travaux de recherches ont rapporté l'efficacité de I'embryogénése
pour la régénération de la vigne. En effet, plusieurs cépages de Vitis vinifera L. ont
été régénérés via I'embryogénese somatique a partir d'explants de différents
tissus végétaux (163), Cependant, l'induction de I'embryogénése somatique reste

limitée par le génotype (164).

Cette technique de régénération a été utilisée non seulement pour le génie

génétique (165), mais aussi comme méthode d’assainissement virale (166 ; 167).
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Malgré, les succes obtenus pour certains cépages, I'embryogénese
somatique reste difficile a obtenir ou a élargir sur 'ensemble des cépages qui
demeurent tres récalcitrants a ce processus morphogénétique (168). Néanmoins,
elle a été largement appliquée dans les programmes de la sélection. et sans
conteste I'outil le plus approprié pour la transformation génétique (169 ; 170 ; 171
;172 ;173 ; 174).

La micropropagation par embryogénese somatique peut induire la variabilité
génétique, ceci ne peut pas garantir le maintien de l'intégrité génétique des plants
régénérés in vitro. Ainsi, I'embryogénése somatique n'est pas souhaitable pour la
multiplication a grande échelle de la vigne (174), malgré le taux important de
multiplication des embryons et des plantules chez certains génotypes vue les

mutations constatées.
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CHAPITRE 3

ASSAINISSEMENT DE LA VIGNE

by

La culture de la vigne est sujette a certains attaques de bioagresseurs
principalement les ravageurs, champignons, bactéries, nématodes, phytoplasmes
et virus ou viroides qui peuvent menacer la longévité du vignoble et touchent tous
les organes, ces agents pathogenes entrainent des pertes inestimables de

rendements (175) et perte de patrimoine génétique.

Parmi ces bio-agresseurs, les ravageurs constituent une sérieuse menace
pour la vigne (176), ce sont principalement des insectes et des acariens dont le
phylloxera (Daktulosphaira vitifoliae), est I'insecte le plus dangereux et redoutable
(177).

Le mildiou, l'oidium et la pourriture grise, représentent les maladies
fongiques les plus répandues (178). La maladie de Pierce causée par Xylella
fastidiosa et la nécrose bactérienne due a Xylophilus ampelinus sont les deux
principales maladies bactériennes qui affectent I'état sanitaire des vignobles dans
le monde. La flavescence dorée est une maladie de quarantaine a phytoplasme
incurable, transmis par la cicadelle (Scaphoideus titanus), vectrice provoquant

des dégats irréversibles (179).

Parallelement, le vignoble est exposé a des maladies virales qui
préoccupent de plus en plus, les viticulteurs. Il existe environ 70 virus appartenant

a 17 familles et 27 genres, dont les plus néfastes et dommageables sont :
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le complexe du bois stri€, 'enroulement foliaire et la dégénérescence infectieuse
(180).

3.1. Maladies a virus

La vigne est I'espéce ligneuse qui peut héberger le plus grand nombre de
virus (181), Cependant, les maladies virales présentent une perte considérable
avec une baisse de la longévité des ceps entrainant sont affaiblissement et
I'altération de la qualité organoleptique et physique des raisins et une perte des
récoltes. Les plus redoutables sont, le GLRaVs (grapevine leafroll-associated
virus) et le GFLV (grapevine fanleaf virus) (182).

3.1.1. Enroulement foliaire de la vigne

Les virus de [lenroulement de Ila vigne (GLRaVs) sont répandus
mondialement, ils touchent principalement les vignobles méditerranéens et
ameéricains, transmis a la vigne par les cochenilles, famille (Coccoideae) (33). Les
vignes américaines ne montrent pas de symptdmes d’enroulement. Cependant,
leur utilisation comme porte greffes pour pallier les dégats causés par le
Phylloxera ont été a [lorigine d'une dissémination massive de virus de

I'enroulement foliaire en Europe.

L’enroulement foliaire de la vigne semble connu depuis la fin du XIXéme
siécle, sous le terme d’anthracnose déformante (Planchon, 1884), décrit de facon
plus précise par Sanino (183) au début du XXéme siecle, désigne I'enroulement
sous le terme de “rossore” en Italie et de "rougeau" en France, caractéristique de
rougissement prématuré des feuilles, leur enroulement, ainsi que l'incurvation des

limbes vers lintérieur (184).

L’enroulement foliaire peut étre induit par un complexe de virus
GLRaV-1 a 6 dont la majorité appartient a la famille des Closteroviridae, au
groupe Closterovirus (185 ; 186 ; 187 ; 188 ; 189).

Le nombre de virus identifiés associés a I'’enroulement de la vigne a doublé
grace aux differentes méthodes moléculaires dans les années 2000 (190). Le
GLRaV-7 (191) et GLRaV-9 (192) ont été identifiés respectivement en Italie et aux

Etats-Unis. Deux autres virus GLRaVs ont été identifiés en Gréce GLRaV-Pr et
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GLRaV-De (193 ; 194) et un en Californie GLRaV-Car (195) et un treizieme le
GLRaV-13 (196).

3.1.1.1. Enroulement foliaire de type 3 (GLRaV-3)

Le GLRaV-3, virus de I'enroulement foliaire est I'espéce prédominante dans
les vignobles mondiaux, particulierement dans le bassin méditerranéen (197 ; 33)
et les pays viticoles émergents (Afrique du Sud, Argentine, Australie, Chili,
Nouvelle-Zélande et Etats-Unis) (198).

3.1.1.1.1. Taxonomie et propriétés physigues

Le GLRaV-3 appartient a la famille des Closterovirideae, genre Ampelovirus
et membre du sous-groupe Il (199). Il constitue I'espéce la plus répandue dans le
monde (200).

Il possede le second plus long génome parmi les phytovirus (18 kb ou
précisément 18798 nt) aprés celui du Citrus tristeza virus (CTV, 19 296 nt). Son
génome possede 13 ORFs et les particules de GLRaV-3 ont une longueur

approximative de 2000 nm (200).

Le GLRaV-3 présente des particules sous forme des corpuscules
filamenteuses flexueuses de 1 800 x 12 nm (figure 1.6), montrant des bandes
croisées distinctes, composé en hélice, chaque tour d’hélice renferme environ 10

sous-unités de protéines (201).

Figure 1.6. Micrographie électronique de particules de GLRaV-3
purifiées, colorées négativement (Kasdorf, 1990)
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3.1.1.1.2. Symptébmes

Le GLRaV-3 montre des symptdmes qui peuvent varier considérablement
selon la saison, le génotype et les conditions climatiques (202). Cependant, les
cépages de Vitis vinifera atteints par I’enroulement viral se manifestent par des
symptomes spécifiques (33). Certains cépages, ne manifestent aucun symptéme,
comme le cas de quelques porte greffes et cultivars de Vitis vinifera (203), qui
peuvent étre une source de contamination a partir du quel le GLRaV-3 peut étre
transmit. Les travaux effectués sur le cépage Chardonnay a montré des
symptémes caractéristiques du I'enroulement foliaire lors de la récolte, tandis que
les cépages Thompson Seedless et Sauvignon blanc sont asymptomatiques, ce

qui rend impossible la détection visuelle du virus (203).

Au début de la saison végétative, on observe des ponctuations sur les
limbes dans la partie inférieure des sarments des ceps les plus touchés, des
taches rougeéatres sur les cépages rouges et le changement de coloration du vert
au jaune blanchatre sur les cépages blancs. Ces symptdomes sont dus a la
présence du virus dans les tissus phloémiens et 'accumulation des produits

photosynthétiques dans les cellules végétales infectées (33).

Lors de la période végétative active, les parties colorées fusionnent et
s’étendent pour occuper toute la surface du limbe, seules les nervures primaires
et secondaires restent vertes (204), on assiste a un enroulement du limbe vers
I'intérieur, caractéristique de I'enroulement foliaire. Par la suite, les rougissements
ou jaunissements s’étendent de facon systémique vers la partie supérieure des
rameaux. Cette coloration peut varier du rouge sang au rouge violacé selon les
cépages (figure 1.7). Chez les cépages blancs, les variations de la couleur sont
moindres, et c'est surtout [I'association de [I'aspect chlorotique, de
I'épaississement du limbe et de l'enroulement des feuilles qui confirment sa

présence (205).
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Figure 1.7. Symptémes de I'enroulement viral (205)
(a) "Pinot noir", (b) "Einuni”, (c) "Pinotmeunier",
(d) "Gamay " (e) "Gewurztraminer"

L’ensemble des cépages atteints de I'enroulement présente des grappes de
raisins plus chétives avec un nombre réduit par souche par conséquence, un
faible rendement (206 ; 207 ; 208 ; 209 ; 210) et une diminution du taux de sucres
ainsi qu’une augmentation de l'acidité totale (206 ; 211 ; 212 ; 213 ; 214).
Comme, ils présentent une maturation retardée et irréguliere des baies au niveau
de la grappe (215). Sur les cépages a raisin noir, la couleur des baies est faible,
mais prononcée sur les autres cépages (216). Les cépages blancs comme
'‘Melon', 'Riesling’, 'Sylvaner' ou 'Sultanine' atteints de I'enroulement présentent
des baies jaunatres. L’enroulement viral ne provoque pas de symptémes sur bois,

ni de défaut d’aoltement des rameaux (200).

3.1.2.3. Transmission du virus

Ce sont des virus du phloéme qui persistent dans le matériel végétal. La

transmission se fait, par voie de vecteur et greffage.
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Des études menées ont indiquées que la transmission des Ampelovirus est
caractérisée par un mode semi-persistant (217 ; 218; 219). Le GLRaV-3 se
transmet uniquement par cochenilles (Planococcus ficus, Phenacoccus aceris et
Heliococcus bohemicus) (figure 1.8) (220 ; 221 ; 222).

Figure 1.8. Vecteurs de GLRaV-3
(a) Phenacoccus aceris
(b) Heliococcus bohemicus
(c) Planococcus ficus

3.1.2. Court-noué (GFLV)

Le virus du court-noué (GFLV) est l'une des maladies virales de
dégénérescence les plus séveres infectant la vigne dans le monde (Yobregat,
2014), décrite pour la premiere fois en Europe par Casalis-Allut en 1865. Puis, son
origine tellurigue de la transmission de la maladie a été signalée par Rathay, 1882
(223). Elle apparait en 1950 aux Etat-Unis dans un vignoble de Californie (224).
En 1962, ce méme auteur a pu inoculer le virus du GFLV d’une vigne a une plante
indicatrice herbacée Chenopodium amaranticolor pour le transmettre ensuite a la

vigne par le nématode Xiphinema index.

Depuis les années 60, la recherche sur le GFLV est de plus en plus active.
Plus tard avec la détection moléculaire de la relation spécifique de linteraction
entre le GFLV et Xiphinema index (225 et 226), ce virus s’est propagé pour se

disséminer et contaminer tous les vignobles du monde (227 ; 228).

La maladie du court-noué est décrite comme étant la plus virulente sur le
plan économique et sanitaire des vignobles (229 ; 230 ; 231 ; 232 ; 233).
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3.1.2.1. Taxonomie

Le virus du GFLV appartient au groupe I, famille des Comovirideae, au genre
Nepovirus. Le GFLV fait partie de sous groupe A représenté par Le TRSV
(Tobacco ringspot virus) (235; 33). Il figure parmi ceux dont la structure et
I'expression du génome sont les mieux caractérisés, la souche F13 du GFLV fut la
premiere a étre entierement identifiee (236 ; 236 ; 237). Elle est considérée
comme souche de référence (GLFV-F13) utilisée au laboratoire (238). Plus tard,
une nouvelle souche GFLV-GHu a été obtenue par 'INRA de Colmar qui se
caractérise par sa capacité a induire des symptdmes sur le tabac (Nicotiana
Tabaccum) (239).

Le GFLV possede un génome bipartite, comprenant deux molécules d’ARN
simple, brin de polarité positive, protégée généralement par une capside protéique
icosaéhydrique d’environ 30 nm de diamétre (240), ces deux ARNs génomiques
sont nécessaires a l'infection systémique de la plante héte (241). Chaque ARN est
composée d’un cadre de lecture ouvert ou ORF (Pour Open Reading Frame)
unique qui code pour une polyprotéine (225). LARN 1 (7342 nt pour la souche
F13) code pour la protéine P1 (253 KDa). L'ARN 2 (3774 nt pour la souche F13),
code pour la polyprotéine P 2 (122 KDa) (242 ; 243).

3.1.2.2. Symptémes

Le court-noué attaque tous les organes du cep, cependant, les symptoémes
sont variables selon la virulence de la souche, la sensibilité du cépage infecté et

les conditions pédoclimatiques.

Les symptémes foliaires se traduisent par une panachure ordinaire du limbe,
d’'un aspect de couleur jaune a jaune blanchéatre et de forme trés variable, parfois
petites et dispersées qui apparait a la fin du printemps, persiste tout au long de la

période végétative et s’estompent lors des fortes chaleurs (204).

Le terme de (Fanleaf) en anglais désigne l'asymétrie des limbes foliaires
donnant a la feuille une allure d’éventail, de déformation et la décoloration des
feuilles. Une nervation irréguliére d’'ou le nom de dégénérescence progressive du

cep. Le terme de court-noué est donné suite aux symptdémes observés sur les
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rameaux qui se manifestent principalement par des malformations, se traduisant
par un raccourcissement des entre-nceuds (244 ; 245 ; 246), rameaux en zigzag

présentant une fasciation et des bifurcations anormales (182 ; 247).

Les ceps infectés présentent des grappes moins nombreuses et plus petites
comparées a celles des ceps sains (248), entrainant souvent le millerandage qui
est d0 a une absence ou a une mauvaise fécondation des fleurs et la coulure des

fleurs non fécondées (134).

D’autres symptdbmes se manifestent par une panachure dite réticulée
“Vein banding” qui se distingue de la premiére par un jaunissement se produisant
le long des nervures principales et secondaires, mais n’affecte pas les sarments et

les grappes. Ces symptémes sont plus apparents en été et en automne (249).

3.1..2.3. Transmission du virus

La dissémination du court-noué dans les vignobles s’effectue principalement
par les nématodes, mais leur extension en foyer reste limitée du faite de leur
capacité de déplacement réduite (>1,5m/an). Par ailleurs, la distribution verticale
de ces nématodes est liee a I'émergence des racines (250), la porosité et
I’hygromeétrie du sol (251). Plusieurs nématodes ont été identifies comme étant
vecteurs de virus de la vigne, cependant, Xiphinema index reste le vecteur majeur
responsable de la maladie du court-noué. L’association entre GFLV et le
nématode X. index a été prouvée en 1958 (224). Plus tard, les particules virales
du GFLV ont été isolées de la vigne et purifiées par Dias et Harrison (252). Par
ailleurs, Cohn et al. (253) ont montré aussi que X. italiae est un vecteur de GFLV
et que la femelle adulte et les larves sont capables de transmettre cette maladie 4

a 8 semaines apres l'acquisition des particules virales.

Selon Martelli et Taylor (254), les particules virales sont retenues par les
nématodes du genre Xiphinema pendant une longue période. En effet, selon
plusieurs auteurs Taylor et Robertson (255); Raski et al. (256),
'acquisition du virus est 515 minutes et persiste pendant 8 a 11 mois dans le
nématode en l'absence de la plante héte et pendant plus de trois mois  si
le nématode se nourrit sur des hoétes immunisés au virus Brown et al. (257). Le

virus est acquis par la femelle adulte et les larves du vecteur au cours des
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activités trophiques sur les racines des vignes infectées. De méme, les vignes

saines seront infectées par le méme mode a partir de vignes infectées (247).

3.1.3. Méthodes de détection

Le contrdle des virus qui infectent la vigne est basé essentiellement sur la
détermination de I'état sanitaire des ceps (258). Les symptomes des virus
peuvent étre confondus a des carences minérales (Bor et Fer) ou a des troubles
physiologiques causées par les intempéries (244). Par ailleurs, selon le méme
auteur, la symptomatologie visuelle ne permet pas de confirmer la présence de la

maladie d’autant plus que le virus peut étre latent chez certains cépages.

La symptomatologie reste insuffisante aussi pour détecter les virus vu la
difficulté de distinguer les symptébmes spécifiques pour chaque virus surtout en

présence d’infection mixte (259).

Pour cela, les différentes techniques de diagnostic pour le dépistage des
maladies virales basées sur les propriétés morphologiques, sérologiques,

moléculaires et biologiques des phytovirus s’averent nécessaires (260).

3.1.3.1. Biologiques

L’indexage est une méthode de diagnostic biologique consistant a vérifier la
présence de virus en greffant les plants a tester sur des plantes sensibles

spécifiques pour les maladies virales a controler dites “indicatrices”.

Un indicateur ligneux idéal doit étre exempt de virus, facile a cultiver,
spécifique et ayant une réaction rapide a un virus donné. Cette technique de
diagnostic représente une étape obligatoire dans les programmes de certification
de la vigne (261).

Pour réaliser cette méthode plusieurs cépages, portes greffe et hybrides de
vigne ont été identifiés pouvant extérioriser pendant une période courte les
symptémes caractéristiques de chaque maladie, tels que Vitis rupestris, Cabernet
sauvignon, Cabernet franc, Pinot noir, Merlot, I'hybride Ln33 Mataro ou Mission
(262).



50

La plante a tester est associée par greffage a une plante indicatrice (greffe

en fente, en oméga ou en écusson) (figure. 1.9).

Gréffon

Pince pour 'indexage
en vert

Porte-greffes

Figure 1.9. Technique d’'indexage (263).
(a) en gréffé-soudés ligneux et parafinés
(b) Greffage en vert en ecusson

Les boutures greffées sont placés a 30°C pour permettre la formation de cals
au niveau du point du greffe, elles sont ensuite placées en pépiniére d'indexage
apres I'acclimatation et 'apparition de symptémes, observés sur une période de 2
a 3 ans. Plus tard, la période de lecture des symptbmes a été réduite a une
période allant de 6 a 18 mois par la méthode dite “indexage en vert” développé a
I'INRA de Colmar (263).

La période d’extériorisation des symptémes a été beaucoup plus courte (3 a
4 semaines de culture) en placant les sujets greffés en chambre climatique
d’'indexage pour favoriser la reprise de la greffe. En plus, des plantes indicatrices
ligneuses, les virus peuvent étre inoculés a une gamme d’hdétes herbacées
comme Chenopodium quinoa ou Nicotiana Benthamiana a partir de virus purifiés
ou d’extraits de plantes infectées (263 ; 222). Ces virus induisent des mosaiques
ou des taches jaunes, lésions nécrotiques au niveau des feuilles et un

éclaircissement ou un jaunissement des nervures (figure 1.10) (262).
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Figure 1.10. Symptédmes du virus du court- noué (GFLV) (263).
(a) Chenopodium quinoa (b et ¢) Nicotiana occidentalis

3.1.3.2. Microscopie optigue

Le test de la recherche des cordons endovasculaires au niveau des bois de
vigne par le bais de la microscopie optique étant la méthode la plus ancienne
utilisée pour confirmer le diagnostic des maladies a virus comme le court-noué.
Les vignes atteintes par cette maladie, développent des filaments ressemblant a
des fils de verre disposées en fils radiales dans le bois (244). Cette méthode

utilisée aléatoirement, n’est plus utilisée actuellement.

3.1.3.3. Microscopie éléctronique

Cette méthode a transmission (MET) fournit des informations sur la

morphologie et la dissémination des particules virales.

La visualisation des phytovirus peut étre observée au niveau des différents
organes d’'une plante, On peut observer les particules virales a lintérieur de
tubules formées par la protéine permettant le passage des virions d’une cellule

infectée a une cellule saine voisine.
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De méme, pour 'lmmino Sorbent Electron Microscopy (ISEM) en permettant
la capture de particules virales grace a des anticorps spécifiques fixés sur la grille
de microscopie (264). La microscopie €lectronique a permis de mettre en
évidence un certain nombre de virus de la vigne est en particulier celui du GFLV
(265). Mais, la microscopie électronique reste une technique de diagnostic non

courant vue les difficultés techniques rencontrées lors des manipulations (244).

3.1.3.4. Sérologiques

La sérologie englobe les méthodes de diagnostic qui reposent sur
l'utilisation des anticorps, appliqgués dans le cas des virus pour lesquels il existe

des Immun sérums spécifiques.

Plusieurs variantes de méthodes sérologiques sont utilisées en diagnostic
des phytovirus dont la plus communément utilisée est 'Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay. La technique ELISA est une technique immuno enzymatique de
détection qui permet de visualiser une réaction antigene-anticorps grace a une
réaction colorée produite par I'action sur un substrat d’'une enzyme préalablement
fixée a l'anticorps. L'utilisation de la DAS ELISA nécessite de posséder 2

anticorps reconnaissants des épitopes différents sur I'antigéne.

Grace a sa grande sensibilité, la technique ELISA s’est révélée trés utile
pour la détection sérologique de GFLV de la vigne tant chez les hotes herbacés
que chez la vigne elle-méme a condition de concentrer suffisamment les extraits
(266), la méthode ELISA la plus utilisée est la méthode sandwich directe (267),

l'immunofluorescence (IF) et les tests d'immuno-bandelettes (268).

Les premieres utilisations de la méthode ELISA pour la détection des virus

associent a I'enroulement foliaire de la vigne remontent & 1976 (269).

Le test ELISA reste I'une des techniques les plus couramment utilisées
grace a sa facilité et sa rapidité pour l'obtention des résultats, cependant, il
présente des limites lorsqu’il s’agit de faible concentration des particules virales

ou de virus latents dans les échantillons testés.
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3.1.3.5. Moléculaires

Le développement des techniques moléculaires a base d’acides nucléiques
a permis la détection efficace des particules virales déja connues et la détection
de nouvelles espéces et souches virales responsables des maladies de la vigne.
(270 ; 271 ; 258). En effet, selon Pacifico (272), cette nouvelle technique est plus
efficace pour la détection des virus de la vigne comparée aux méthodes

serologiques et biologiques.

Différents protocoles de RT-PCR ont été développés pour la détection des
virus de la vigne (273 ; 274), cependant, la vigne, renferme dans ces tissus des
taux élevée en composés phénoliques et polysaccharides qui ont toujours
présenté une limite pour la RT-PCR puisqu’ils peuvent inhiber les enzymes
utilisées (275 ; 276).

3.1.4. Méthodes de lutte

Actuellement, il n’existe aucune méthode stratégie efficace de lutte contre
les virus. La lutte efficace contre les maladies virales est concentrée
principalement sur la lutte contre les vecteurs, la prévention de linfection, la
résistance variétale et le respect de l'itinéraire technique (276), en s’appuyant sur
la certification sanitaire du matériel végétal et la plantation dans des sols

controlés, indemnes de nématodes (277).

3.1.4.1. Sélection sanitaire

Elle est 'une des voies de la sélection clonale de la vigne qui complete la
sélection pomologique et sur laquelle repose la procédure de la certification du

matériel végétal.

L’échange du matériel non certifié en absence de mesures de contrdle, ainsi
que la multiplication classique (greffage et bouturage) ont toujours contribué en

grand partie a la dissémination des virus.

Pour une stratégie de lutte, |utilisation du matériel indemne de virus
demeure le moyen le plus efficace pour lutter contre les virus obtenus par

sélection sanitaire (278). En effet, I'adoption du schéma de certification du
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matériel viticole chez certains pays viticoles comme méthode préventive contre la

présence des virus a été bénéfique (279).

3.1.4.2. Lutte culturale

Certains vecteurs notamment les cochenilles sont capables de s’heberger
sous I'écorce, a l'aisselle des feuilles et au niveau des racines a l'abri des
insecticides, des ennemis naturels et des conditions environnementales, diverses

mesures culturales permettent la réduction de ces populations (280).

En effet, la diminution des formes hivernantes de ces cochenilles sous
I'écorce, I'élimination des déchets et des mauvaises herbes, le suivi permanant
de leurs populations afin d’identifier précocement les stades les plus sensibles

aux traitements, sont nécessaires pour la lutte contre la dissémination des virus.

De plus, il s’avere nécessaire d’utiliser une dose équilibrée d’azote car son
exces incontr6lé provoque 'augmentation de la taille des femelles qui contribuent

a 'augmentation du nombre d’ceufs (280).

Pour les nématodes cas de Xiphenima index, les sols infectés ou
susceptibles d’héberger ces vecteurs, doivent étre laissés au repos au minimum
(7 a 10 ans) (281 ; 250) ou mettre en place des cultures intercalaires annuelles
qui développent un antagonisme vis a vis du Xiphenima index (282). Kumar et al.

(283) mentionnent d’autres techniqgues comme la solarisation des sols.

3.1.4.3. Lutte chimigue

Les Pseudococcideae et les Coccideae sont contrélés par les composés
organophosphorés et certains nouveaux insecticides tels que les néonicotinoides
et les inhibiteurs de biosynthése. Ces insecticides possédent des propriétés
systémiques qui leur donnent la capacité d’irradier les cochenilles quel que soit
leur forme d’hibernation, toutefois, la lutte chimique contre les cochenilles
demeure inefficace vue le spectre d’action limité des produits chimiques utilisés
(276).

Les populations de nématodes peuvent étre contrélées plus au moins
efficacement par I'utilisation de nématoides (223). Mais vue leur toxicité aigue et

leur rémanence, ils ont été interdits en Europe depuis 2007 (223).
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3.1.4.4. Lutte biologique

La diminution des populations des cochenilles nécessite I'utilisation des

ennemis naturels tels que les prédateurs et les parasitoides (279).

La coccinelle australienne Cryptoloemus montrozieri (Mulsant) est 'un des

prédateurs les plus performants utilisés contre la présence des cochenilles.

L'utilisation du prédateur Diadiplosis kaebelei (Koebele) lors des études
conduites en Nouvelle Zélande, a réussi la réduction de la population de P.
longispinus de 30% (284 ; 276).

Le parasitoide Anagynus pseudococci (Girauld) a été utilisé dans des
programmes de lutte biologique contre les deux cochenilles farineuses P. ficus et

P. citri et il s’est avéré tres efficace dans I'élimination de ces deux espéces (285).

Des champignons nématicides ont été utilisés comme biofumigants pour

lutter contre les nématodes de la vigne (286 et 287).

3.1.4.5. Lutte génétique

La lutte contre les virus par introgression d’'une résistance a Xiphinema index
chez I'espece sauvage Muscadinia rotundifilia dans un cépage Vitis vinifera a
permis l'obtention d’'un nouveau porte-greffe nommé Némadex Alain Bouquet
clone 1163, freinant la contamination par le GFLV (288 ; 289). Mais ce porte greffe
présente certains inconvénients notamment la difficulté d’enracinement, la
sensibilité a la chlorose calcaire et I'incompatibilité au greffage avec Vitis vinifera
(290).

Par la suite, le développement de vignes transgéniques résistantes au virus
par la stratégie de résistance dérivée du pathogene a été envisagée et permettrait
un retard d’apparition de la maladie (232 ; 291 ; 292 ; 293).

3.1.4.6. Culture de méristéemes

Une fois que les virus s’installent dans les plants de vignes, la lutte chimique

deviendra inefficace et par conséquent, il faut faire recours aux méthodes
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d’assainissement (thermothérapie, microgreffage d’apex, culture de méristemes,

chimiothérapie, cryothérapie, embryogenese somatique) (276).

La diversité de ses techniques d'élimination des virus et leurs association ont
été utilisées dans la production de matériel végétal sain de nombreuses cultures
(294 ; 295 ; 296 ; 297).

C’est grace aux études de White (298) qui a observé une réduction réguliere
du nombre de particules virales de la base des racines isolées de plantes
infectées vers les parties apicales, que I'utilisation de la culture de méristémes

pour l'assainissement a été découverte.

De méme, Limasset et Cornuet (299) ont remarqué le méme principe dans
les tiges. Le dome apical était la seule partie de la plante indemne de virus. En
effet, les méristtmes sont des structures indemnes de virus qui possedent la

capacité de produire des plantes saines (300).

Cependant, la culture de méristemes a été exploitée a grande échelle,
principalement en raison de son application dans divers disciplines, telles que la
multiplication rapide par clonage de plantes cultivées, la conservation du matériel
génétique et I'élaboration de protocoles de transformation génétique pour
I'amélioration des cultures (301) et I'élimination des virus (302 ; 303 ; 304 ; 276 ;
44).

3.1.4.7. Thermothérapie

Les protocoles d’assainissements sont le plus souvent basés sur I'utilisation

de la thermothérapie comme une méthode curative efficace (294).

Galzy (305 et 306), fut le premier a mettre en évidence cette technique
appliquée a des cultures de la variété Rupestris, porté sur I'élimination du virus du
court noué, cette technique consiste a cultiver progressivement le matériel végétal

virosé a des températures élevées comprise entre 37 et 39° C pendant trois mois.

Elle a un grand succes contre différents genres de virus de vigne
(Ampelovirus, Foveavirus, Nepovirus) grace a son efficacité dans la réduction de

la réplication virale et I'activation des cellules méristématiques et a I'obtention des
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plants sains. En effet cette technique a permis d’assainir les plants de vigne
infectés par le virus GFLV (72,2%) et le GLRaV-3 (24,7%) (307).

La thermothérapie In vivo ou in vitro associée a la culture de méristéemes a
permis d’assainir un grand nombre de clones de divers cépages infectés par
différentes viroses (308 ; 309 ; 194).

Ainsi, la combinaison des deux techniques s’est avérée efficace contre le
court noué (311 ; 312), 'enroulement foliaire (112 ; 313).

3.1.4.8. Cryothérapie

Cette technique repose essentiellement sur la cryoconservation en
combinaison avec les vitro cultures qui consiste, a exposer le matériel végétal a
I'azote liquide a -196 °C pendant une période donnée (314). Dans ces conditions,
I'élimination des cellules infectées est obtenue par I'effet ultra-basse température,

en gardant les cellules méristématique vitales.

La cryothérapie a été utilisée avec succés pour lutter contre les viroses de
plusieurs especes d'importance économique telles que le prunier, le bananier,
le fraisier, la pomme de terre, I'ail et la vigne (315 ; 316 ; 317). Cependant, cette
technique a permis I'élimination de GVA a un taux de 97% (318) et du GLRaV-1, 2
et 3 (319).

3.1.4.9. Chimiothérapie

La chimiothérapie s’avére une méthode moins répandue et peu connue pour

I'élimination des virus comparée a la thermothérapie et a la culture de méristemes.

Plusieurs auteurs ont révélé l'efficacité de la chimiothérapie pour I'élimination
totale de différents virus de la vigne notamment le GFLV et le GLRaV-3 et le GFkV
(45; 320 et 321 ; 322 ; 323 ; 324 ; 325).

Chez la vigne, les produits chimiques les plus utilisables dans I'élimination
des virus sont la Ribavirine et I'Oseltamivir. La Ribavirine utilisée comme
médicaments chez les humains a été aussi testée avec succes pour I'élimination
du virus GVA de la vigne (320), le virus du court noué GFLV (45), les virus
associés au bois strié GRSPaV (323 ; 326). L’'Oseltamivir (3R, 4R, 5S)-4-
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(Acetylamino)-5-amino-3-(1-ethylpropoxy)-1-cyclohexene-1-carboxylic acid ethyl
ester phosphate) pour I'élimination du GLRaV-3 (320). L'utilisation de viricides
dans les milieux a conduit & une élimination de 37,5% de GFkV avec une dose de
10 mg/l de Ribavirine et 25% d'élimination du virus en présence de 40 mg/l
d'Oseltamivir, soit le taux d'assainissement le plus élevé atteint aprés une

subculture pour chaque cas (327).

La Ribavirine (1-B-D-ribofuranosyl-1,2, 4-triazole-3-carboxamide) est un
analogue de nucléoside de synthése possédant une action viro-inhibitrice vis a vis
d’'une grande gamme de virus pathogénes des plantes. Ce médicament n’est pas

viricide, mais c’est un inhibiteur de réplication d'ARN virale (328 ; 329 ; 330).

Ce produit est un agent antiviral qui peut étre toxique. En effet, Guta et al.
(324) ont rapporté la toxicité de la Ribavirine sur la culture de tissus de vigne.
Ainsi, le processus d'élimination du virus impliquait souvent |'évaluation de la
phytotoxicité des viricides a diverses concentrations et périodes d'exposition (331).
Cet effet de phytotoxicité de la Ribavirine s’exprime par un taux de multiplication et

une mortalité des plants plus prononcés comparativement a I'Oseltamivir (331).

3.1.4.10. Phytothérapie

Durant les deux dernieres décennies, la biotechnologie des produits naturels
a pris de I'essor du faite des énormes avantages fournis par la bioconversion par

rapport aux méthodes chimiques.

Cependant, une grande variété de composés chimiques a activité anti-
microbienne, sont produits par les plantes supérieures. Ces composés naturels
sont souvent impliqués dans la défense des plantes contre les ravageurs et les

agents pathogénes (332).

Par ailleurs, la diversité phytochimique de ces composés anti-microbiens a
fait I'objet de plusieurs études concernant leur implication dans les défenses
constitutives (333) et inductibles (334), les mécanismes de résistance des plantes

(335) et le colt de la valeur adaptative (336).

L’ail (Allium sativum L.) est 'un des légumes les plus anciennement utilisé

dans la médecine traditionnelle pour ces propriétés thérapeutiques recherchées et
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culinaires. Il est aussi utilisé pour ses effets phytothérapiques comme, anti-
tumoraux, anti-cholestérol, anti-fongiques, anti-bactériens, anti-viraux, anti-

parasitaires, anti-oxydants et hypoglycémiants (337 ; 338 ; 339).

Plusieurs auteurs se sont intéressés a ['étude des propriétés anti-
microbiennes et anti-septiques notamment les substances bioactives de cette

plante et leur mode d’emploi (340 ; 48).

L’ail est composé de l'alliine, molécule majoritaire du bulbe (24% du poids
total) (341), qui se produit suite a I'hydrolyse et I'oxydation des composés de
réserve de I'ail ou bien de sa conservation a température ambiante. Dans le cas
ou les tissus de l'ail sont écrasés ou endommagés, Cette molécule naturelle et
stable se converti en composé soufré de diallyl thiolsulfinate, appelé allicine par
I'action de I'alliinase (342). Ce produit est le principal composant anti-microbien de
I'huile d’ail (343 ; 344).

L’allicine est une molécule volatile qui est rapidement oxydée pour donner
naissance aux composés organo-soufrées, notamment les thiosulfinates (342).
L’allicine est nettement maijoritaire car elle représente 60 a 90% (345) du total des
thiosulfinates de l'ail (346).

Ces thiosulfinates sont trés instables et par I'action de I'allinase donnent des
composeés soufrés. En plus de ces composés, I'ail renferme aussi des saponines,

des sapogeénines, certains flavonoides ainsi que des composés phénoliques.

Plusieurs auteurs ont décrit I'effet de I'activité antivirale de I'ail sur différents
virus végeétaux (347 ; 348 ; 349 ; 350 ; 351 ; 352 ; 353 ; 354 ; 355 ; 356 ; 357 ;
358 ; 359 ; 360 ; 361).

D’autres études ont également signalé I'efficacité de I'extrait d'ail contre le

virus TMV (262), bactéries pathogénes, champignons et oomycetes (363).

Activité antivirale de l'extrait d'ail brut contre les virus de la vigne a été
démontrée par plusieurs auteurs chinois. En effet, I'application de l'extrait dail
dilué inhibe de maniére significative la réplication de 'ARN des virus de GLRaV-3,
GLRaV-2, GVA, GFLV, GPGV, GRSPaV et GFkV dans les plants de vigne du

cultivar Shine Muscat cultivés en pot (364).
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PARTIE 2

MATERIEL ET METHODES

OBJECTIES

La présente étude consiste en une vérification et un contréle des cépages
autochtones multipliés sous serre prélevées des pieds mere des 2 collections
viticoles nationales installées a I'I'TAF et qui se trouvent au niveau des stations
expérimentales de Benchicao (Médéa) et de Tighennif (Mascara).choisis pour la
régénération et I'assainissement, situés dans la serre d’élevage de I'lTAF (figure

2.1) et (appendice A ; annexe 1).

Figure 2.1. Pieds-meéres des cépages autochtones étudiés
multipliés sous serre
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- Le premier volet est une approche de régénération par microbouturage de 3
cépages contrdlés par sérologie et révélés indemnes de virus. Ces 3 cépages ont
fait 'objet d’'une régénération par microbouturage, il s’agit de (figure 2.2.).

v' Ahmar Bou Ameur (AH)
v Tadlith (TD)
v Lakhzine (LK)

Figure 2.2. Cépages autochtones utilisés pour le microbouturage
(365)
(2) Ahmar Bou Ameur (AH)
(b) Tadlith (TD)
(c) Lakhzine (LK)

- Pour cela, un protocole expérimental efficace a été établit permettant d’optimiser
le taux de régénération de ces cépages de vigne (Vitis vinifera L.). Six différents
milieux de cultures ont été testés en modulant leur formulation minérale en

macroéléments, il s’agit de :

e QL-MS: (Quoirin et Lepoivre, 1977) modifié par Bottalico et al.
(1997)

e MS : (Murashige et Skoog, 1962)

e 4 milieux dérivés du MS : MS1, MS2, MS3 et MS4, ou nous avons

varié leur balance en macroéléments.
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- Un essai d’assainissement par chimiothérapie a base de Ribavirine utilisé
comme agent antiviral a été effectué sur 4 cépages avérés atteints de
viroses aprées contrble sérologique, dont 3 sont atteints des deux virus (GLRaV-3
et le GFLV), il s’agit de :

v Aberkane (ABK)
v" Bezoul El Khadem (BEK)
v' Muscat de Fandouk (MF)

Et le cépage Ferrana atteint seulement par le GLRaV-3 (figure 2.3).

[ B

Figure 2.3. Cépages autochtones utilisés pour la chimiothérapie
(365)
(a) Aberkane (ABK)
(b) Bezoul El Khadem (BEK)
(c) Muscat de Fandouk (MF)
(d) Ferrana (F)

- Parallelement, un autre essai d’assainissement par phytothérapie en

utilisant des gousses d’ail (Allium sativum L.) comme bioviricide, a été effectué

pour 2 cépages noirs :

v' Amghar (AG)
v Ferrana (F)

Pour cela, nous avons testé 04 concentrations de I'extrait d’ail :
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v"solution mére (100%)

v 3 solutions filles dérivées de la solution mere (75 ; 50 et 25%).

Ces deux agents antiviraux ont été associés au milieu de culture développé

lors du microbouturage.

2.1. SITE EXPERIMENTAL

L’expérimentation s’est déroulée au sein du service de culture in vitro du
laboratoire central de I'Institut Technique de I'Arboriculture Fruitiére et de la Vigne
(ITAF) a Tessala El Merdja (Alger), durant la période allant de 2015 a 2020.

Les analyses sérologiques du DAS-ELISA ont été effectuées au niveau du
Centre National de Contréle et de Certification des Semences et Plants (CNCC) a

Hassan Badi, EI-Harrach (Alger).

2.2. MATERIEL VEGETAL UTILISE

Les plants-méres ayant servi au prélevement du matériel végétal utilisé,
lors de cette étude, appartiennent a des pousses herbacées de la vigne (Vitis

vinifera L.), de certains cépages autochtones étudiés (tableau 2.1) et (figure 2.4).

Tableau 2.1. Cépages autochtones étudiés

Essais Cépages Origine

Microbouturage | A. Bou Ameur (AH) | Collections ITAF (figure 2.5),
Tadlith (TD) | Benchicao, Médéa
Lakhzine (LK) et

Tighennif, Mascara

Chimiothérapie | Aberkane (ABK
et B. EI-Khadem  (BEK) | Collection ITAF,
Phytothérapie M. de Fandouk  (MF) Benchicao ,Médéa
Ferana P

Amghar (AG)
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Figure 2.4. Collections des cépages autochtones de vigne (photo original)
(a) Benchicao (Médéa)
(b) Tighennif (Mascara)

Ces cépages ont fait I'objet d’'une évaluation sanitaire pendant le repos
végétatif vis a vis de 2 principales maladies le GLRaV-3 et le GFLV par analyse

serologique.

Les pieds-méres sont testés a partir du phloeme extrait des sarments
ligneux récoltés pendant la période de repos végétatif, ces sarments sont
débarrassés de I'écorce et grattés a l'aide d’un greffoir afin de récupérer le
phloéme. Nous avons prélevé 1g de cette substance considérée comme un

échantillon pour I'analyse sérologique par le DAS- ELISA.

Les plantules assainis par chimiothérapie et phytothérapie sont testées a

partir des feuilles de I'année.

Le choix d’'un matériel végétal juvénile pour I'étude du microbouturage des
ligneux a été recommandé par plusieurs auteurs et ce par I'enracinement des
boutures de pieds-mere (366). La juvénilité des organes  présente des

performances de régénération et secréte de faibles quantités de composées
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phénoliqgues comparés aux organes adultes qui ralentissent le développement et

la croissance des explants ligneux mis en culture (108 ; 84 ; 367).

2.3. PREPARATION DES PIEDS-MERES

Pour l'obtention d’'un matériel végétal jeune et performant nous étions
amenés a pratiquer un bouturage ligneux précédé de la stratification. Pour cela,
des boutures ligneuses de 20 cm de long ont été récoltées des pieds-meéres des

cépages étudiés (tableau 2.1).

Ces boutures agées d’1 an ont été trempées dans un fongicide (Curzate M a
40% de Mancozebe et 4% de Cymoxanil) durant toute la nuit. Elles sont ensuite
segmentées a raison de 2 a 3 bourgeons, fagconnées a la base, trempées dans
une solution hormonale (AIB) a 2000ppm, stimulant la rhizogenése et mises dans
des sachets d’échantillonnage transparents contenant de la tourbe humide remplis
de moitié. Les sachets ainsi préparés, sont tassés et mis dans des caisses de
stratification. Ces derniers sont fréquemment arrosés pour garder une humidité

saturée (figure 2.5)

Figure 2.5. Etapes d’obtention des plants meéres.
(a) Récolte et triage des sarments
(b) Boutures fagonnées
(c) Stratification des boutures
(d) Boutures enracinées apres 3mois
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Apres 3 mois, les plants débourrés et enracinés, sont débarrassés des
sachets transparents et rempotés dans des sachets noirs de 5 kg contenant un
mélange de substrat tourbe, sable et de terre franche (1/3, 1/3 et 1/3), traités de
facon appropriée pour le contréle des principaux insectes et agents pathogenes.
Les plants ont été maintenus sous des conditions de température (26 + 2°C) et
d’humidité (> 60%) contrblés de serre et une photopériode constante de 16 h de

lumiére et 8 h d’obscurité, la lumiére est assurée grace a un éclairage de 10 W/m?.

Pour accélérer le débourrement de nouveaux bourgeons axillaires et la
formation de nouvelles pousses, nous avons activé les plants en les arrosant par
une solution nutritive (KNOP) a raison d’une fois par semaine et cela pendant 3
mois avant la phase d’établissement de la culture in vitro (tableau 2.2) (figure 2.6 a
et b).

Tableau 2.2. Composition minérale de la solution nutritive de KNOP

Sels minéraux Formule chimique Quantité/ litre d’H20 distillée
Nitrate de calcium Ca (NO3)2 H20 1,00 g

Nitrate de potassium KNOs 0,25¢g

Sulfate de magnésium MgSO4 0,25¢

Phosphate mono potassique KH2PO 0,25¢g

Sulfate ferrique Fez2 (SO4)s 1,00 mg

(sulfate de fer (111)



https://fr.wikipedia.org/wiki/Nitrate_de_calcium
https://fr.wikipedia.org/wiki/Nitrate_de_potassium
https://fr.wikipedia.org/wiki/Sulfate_de_magn%C3%A9sium
https://fr.wikipedia.org/wiki/Phosphate_de_monopotassium
https://fr.wikipedia.org/wiki/Sulfate_de_fer(III)

Figure 2.6. Elevage des plants des cépages autochtones sains sous serre

bt ,‘7' /f/— /77 ‘.

Figure 2.7. Elevage des plants des cépages infectés
par le GLRaV-3 et le GFLV sous serre

68



69

2.4. MICROBOUTURAGE DE LA VIGNE

Les cépages réveélés indemnes de virus apres les tests sérologiques ont été

utilisées pour le microbouturage, il s’agit de :

v' Ahmar Bou Ameur (AH)
v Tadlith (TD)
v Lakhzine (LK)

Cette technique nécessite obligatoirement une asepsie totale (conditions de

culture, matériel végétal) et un milieu adéquat.

L’efficacité de la désinfection du matériel végétal représente une condition
primordiale dans la réussite de I'établissement de la culture in vitro. Le protocole
de désinfection vise obligatoirement a maintenir la physiologie et la vitalité des
explants mis en culture et a éliminer tout champignon susceptible de causer des

contaminations (368).

Cependant le choix de I'agent désinfectant est indispensable, sa nature, sa
concentration ainsi que la durée de trempage sont des facteurs clés pour la
réeussite de la technique in vitro, des traitements désinfectants peuvent dans

beaucoup de cas affecter la reprise de croissance ultérieure des explants.

La désinfection des explants se déroule en deux étapes essentielles :

2.4.1. Désinfection en conditions septiques

Les pousses herbacées indemnes des 2 virus testés, le GLRaV-3 et le GFLV
sont prélevées de la serre d’élevage de laboratoire central de I'I'TAF. Elles sont
d’abord soigneusement lavées trois fois a I'eau courante pour éliminer le
maximum d’agents externes. Elles sont défeuillées et mises dans des béchers,
lavées trois fois a l'eau courante, additionnée de quelques gouttes de
I'nypochlorite de sodium (NaOCI a 12°) et de deux gouttes de détergent pendant 5
mn chacune. Elles sont rincées par la suite a 'eau courante pendant 15 mn et

trempées dans de I'eau distillée stérile pendant 30 mn (figure 2.7).
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Figure 2.8. Désinfection du matériel végétal sous conditions septiques
(a) Prélevement de pousses
(b) Mise en sachet
(c) Découpage des feuilles a environ 3 mm du pétiole
(d) Pousse défeuillée
(e) Désinfection des pousses dans des bocaux (NaOCI 12°)

2.4.2. Stérilisation

L’élimination des contaminations microbiennes nécessite aussi la stérilisation
des explants mis en culture. Plusieurs produits chimiques sont utilisés pour

éliminer les contaminations.

Cette étape est obligatoire, elle s’effectue sous hotte a flux laminaire
horizontale dans un environnement aseptique. 50 explants désinfectés sous
conditions aseptiques sont trempés dans 3 solutions stérilisantes de I'hypochlorite
de sodium (NaOCI), I'hypochlorite de calcium (CaOCI) et le bichlorure de mercure
(HgCl2) (figure 2.8) (tableau 2.3).
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Figure 2.9. Stérilisation sous hotte a flux laminaire horizontal

(a) Explants émergés dans la solution stérilisante
(b) Ringage avec H20 distillée stérile

Tableau 2.3. Stérilisation des explants.

Essais de Agent désinfectant | Concentration | Temps de
désinfection (%) trempage (mn)
1°" essai 6 15
2°Me essai NaOCl 20
3¢M€ essai 30
4¢me essai 6 15
5¢Me essai CaoCl 20
6°M€ essai 30
7M€ essai HgCl2 0,7 3

Malgré toutes les précautions prises dans notre expérimentation soit la
désinfection du matériel végétal en conditions septiques ou bien la stérilisation en
conditions d’asepsie totale par les deux désinfectants (NaOCI, CaOCI) pour
différentes durées de trempage : 15 ; 20 et 30 mn, les contaminations ont continué

a se manifester.
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Le stérilisant le plus efficace testé vis a vis des contaminations et des
brunissements est le HgCl2 a une concentration de 0,7 % et un temps de
trempage de 3 mn. Suite & ce résultat satisfaisant, nous avons opté pour cette
technique de désinfection et nous I'avons appliqué pour tout le matériel végétal

utilisé et ce durant notre expérimentation.

2.4.3. Milieux de culture

Les essais de microbouturage ont été effectué sur trois cépages autochtones

AH, TD et LK en testant six différents milieux de culture (tableau 2.4) :

e QL-MS : (49) modifié par Bottalico et al. (17)
e MS: (13) (appendice A, annexe 2)
e 4 milieux (MS1, MS2, MS3 et MS4), dérivés du MS ont été testés ou nous

avons varié leur balance en macroéléments (tableau 2.4).

Tableau 2.4. Composition des macroéléments des milieux
(MS, MS1, MS2, MS4 et QL-MS)

Composition MS MS1 MS2 MSs MS4 QL-MS
(mg/l) | (mg/l) (mg/l) (mg/l) (mg/l) (mg/l)
KNOs3 1900 1900 1900 1900 1900 2100
NHsNOs 1650 825 825 412.5 412.5 400
MgS0Oa4.7H20 370 370 370 370 370 370
KH2PO4 170 170 170 170 170 170
Ca(NOs).4H20 -- -- 1200 1200 -- 1200
CaClz. 2H20 440 1200 -- -- 1200 --

Les six milieux ont été additionnés de microéléments, vitamines, chélates de
fer et enrichis de 2,66 uM (BAP) et de 0,054 uM (ANA) et complétés par 30 g de
saccharose et 7 g/l d’'agar agar. Le pH a été ajusté entre 5,7 - 5,8 avant leur
stérilisation soit, avec une solution de NaOH (0,1N) ou avec du HCI (0,1N). Le

milieu a été ensuite versé dans des bocaux de 250 ml contenant 100 ml chacun
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puis, stérilisés par autoclavage a une température de 121°C et une pression de 1

bar pendant 20 mn.

2.4.4. Etablissement de la culture

La technique de microbouturage du matériel végétal nécessite le passage
par quatre phases essentielles dans I'établissement de la culture :

- Phase d'initiation ;
- Phase de multiplication et d’élongation ;

- Phase d’enracinement ;

- Phase d’acclimatation et de durcissement.

2.4.4.1. Phase d’initiation

Au cours de cette phase, des pousses apicales de (15 a 20 cm) de long des
3 cépages utilisés (AH, TD et LK), ont été collectées pendant la période végétative
et coupées en segments uni-nodaux de (1 a 1,5 cm) de long, qui ont été

soigneusement lavées sous conditions septiques.

Les fragments d’explants sont ensuite stérilisés au chlorure de mercure
(HgCl) a 0,7% (369). Ces portions sont ensuite excisées en segments
comprenant un bourgeon axillaire et repiqués dans des bocaux en verre de 250 ml
a raison de 5 explants par bocal. 20 explants ont été utilisés par milieu soit au total

360 explants (figure 2.9).

Eoif ey T :
a ot i) b )l c

==

Figure 2.10. Etablissement de la culture
(a) Bouture désinfectée
(b) 5 explants contenant chacun un bourgeon nodal
(c) Repiquage de 5 explants dans le milieu de culture
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Les explants mis en culture ont été maintenus en chambre de culture a une
température de 24+1°C et une photopériode de 16 h de lumiére et 8 h d’obscurité
a un flux de photons photosynthétiques de 60 umol m2 s fourni par les lampes
fluorescentes (Osram blanc froid 18 W). Ces explants ont été maintenus dans ce

milieu de culture pour une période de 20 jours.

2.4.4.2. Phase de multiplication et d’élongation

Au bout de 20 jours, les explants ayant survécu a la phase d’initiation sont
transférés dans les mémes milieux frais pour 2 subcultures successives de 20
jours chacune, maintenus dans les mémes conditions de culture dans des flacons
en verre de 250 ml contenant 100 ml de milieu a raison de 5 explants par flacon
(figure 2.10). Les mémes milieux de la phase de I'établissement de culture ont été

testés pour la phase de multiplication et d’élongation.

i t‘|_'a'- Ea

Figure 2.11. Multiplication et élongation des pousses
(a) Explants débourrés apres 20j de culture
(b) 1¢*subculture
(c) 2é™esubculture

2.4.4.3. Phase d’enracinement

Le processus d’enracinement passe par trois phases distinctes : I'induction,

l'activité cellulaire et I'organisation des primordiaux et I'expression racinaire (112).
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Les pousses en croissance active provenant d'explants cultivés pendant au
moins 2 cycles de multiplication ont été excisées et utilisées pour I'enracinement in

vitro. Lors de cette phase nous avons mené 2 différents essais :

hY

Le premier consiste a cultiver des pousses individuelles sur les mémes
milieux dont les macroéléments (nitrates d’ammonium) ont été réduits de moitié
(369), additionné de 20 g/l de saccharose et enrichi de 5,4 uM d’ANA pendant 5
jours a l'obscurité, puis transférés en lumiere sur les mémes milieux mais
dépourvus d’ANA (370 ; 371).

Le deuxieme essai consiste a les cultiver directement en phase lumiere sur

les mémes milieux de multiplication mais dépourvus d’ANA (figure 2.11).

Figure 2.12. Etapes de préparation des pousses pour 'enracinement

(a) Pousse prét a I'enracinement
(b) Mise des pousses a I'obscurité
(c et d) Mise des pousses en phase lumiére
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2.4.4.4. Phase d’acclimatation

Aprés 30 jours en phase d’enracinement, les vitroplants enracinés sont
retirés des bocaux, débarrassés soigneusement de la gélose. Les racines des
plantules sont réduites de 2/3 et repiquées dans des pots noirs en plastique (250
ml), remplis du substrat constitué de tourbe perlite, stérilisé a sec a 200°C pendant
2 h. Ces pots sont placés en chambre de croissance contrblée. Afin d’éviter le
desséchement, les plantules sont placées en atmosphére confinée (H>80%) par
la couverture des pots avec un sac en polyéthylene transparent qui est par la
suite, perforé et retiré progressivement dés I'apparition de nouvelles pousses.
Cette phase dite de pré-acclimatation dure 30 jours. Un suivi régulier sur I'état
nutritionnel et sanitaire des vitroplants est entrepris (figure 2.12).

L’arrosage se fait 1 fois par semaine selon les besoins, les vitroplants
peuvent alors étre progressivement traités. Aprés 30 jours d’acclimatation, les
plantules sont débarrassées des sachets en plastique et exposées aux conditions
normales de température et d’humidité. Ces dernieres sont transférées par la suite
pour élevage dans des conteneurs en plastique de 4 litres de substrat stérile sous
des conditions de serre controlées.

Figure 2.13 : Pré acclimatation des plantules
(a) Début de la pré-acclimatation,
(b) aprés 1mois d’acclimatation
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2.4.5. Parameétres évalués

Au cours des différentes phases de I'essai du microbouturage, nous avons

évalué l'effet des différents milieux sur :

- Taux de contamination, de dessechement, de débourrement et de
pousses régénérées in vitro ;

- Longueur, nombre moyen de pousses et de feuilles régénérées par
explant ;

- Efficacité de I'élongation des pousses (SEE) ;

- Taux d’enracinement ;

- Longueur et nombre de racines par pousse ;

- Efficacité de I'élongation des racines (REE).

Nous avons sélectionné 20 explants uniformes pour chaque traitement (4

bocaux, contenant chacun 5 explants) pour I'analyse statistique.

Les trois paramétres (taux de pousses régénérées in vitro, longueur et le
nombre moyen de pousses par explant), nous ont permis de calculer I'efficacité de
I'élongation des pousses (SEE), afin d'évaluer la performance de croissance des
cépages autochtones cultivés in vitro (372).

Ce parametre, représente la longueur totale moyenne, exprimée en cm, de la

masse végétative produite in vitro a partir d'un explant, calculée selon la formule :

SEE = (Pourcentage d'explants produisant des pousses X Nombre de pousses
par explant X Longueur moyenne de pousse) /100

L’aptitude a I'enracinement des pousses régénérées in vitro a été évaluée a
1 mois du transfert sur les milieux d’enracinement. Les 3 parametres évalués,
nous ont servi d’évaluer l'efficacité de I'élongation des racines (REE), rapportée
par Haddad (372), afin de déterminer la performance de croissance racinaire des
cépages autochtones cultivés in vitro. Ce dernier parametre représente la
longueur totale moyenne, exprimé en cm de la masse racinaire produite in vitro a

partir d'une pousse régénérée par explant, il est calculé selon la formule

REE = (Taux de posses ayant produit de racines X Nombre moyen de racines par
pousse X Longueur moyenne des racines /100
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2.5. ASSAINISSEMENT DE LA VIGNE

Peu de recherches sur I'état phytosanitaire de la vigne en Algérie vis a vis les
viroses ont été réalisées. L'absence d’études détaillées sur les virus associés a la
maladie de I'enroulement foliaire de la vigne nous a incité a rechercher encore
d’autres techniques d’assainissement. Afin d’assainir les cépages autochtones
détectés positifs, nous avons utilisé deux techniques, l'une repose sur la

chimiothérapie et I'autre sur la phytothérapie. Il s’agit des cépages :

(a) Aberkane (ABK)

(b) Bezoul EI Khadem (BEK)
(c) Muscat de Fandouk (MF)
(d) Amghar (AG)

(e) Ferrana (F)

2.5.1. Symtomatologie

Les pieds-méres élevés sous serre présentent plusieurs symptébmes de

viroses (figure 2.13).

La symptomatologie reste insuffisante aussi pour détecter les virus vu la
difficulté de distinguer les symptdmes spécifiques pour chaque virus surtout en

présence d’infection mixte (258).



Figure 2.13. Symptémes observés sur les cépages éetudiés
(a, b et c) Marbrure et panachure sur feuilles
(d) Enroulement des feuilles vers I'extérieur
(e) Raccourcissement des entre-nceuds
(f) Sarment en zigzag
(g) Feuilles en éventalil
(h) Fasciation
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2.5.2. Chimiothérapie

Nous avons utilisé cette technique pour tester I'assainissement de 4
cépages autochtones de la vigne (Vitis vinifera L.) (AB, BEK, MF et F) révélés
positifs pour 2 virus (GLRaV3 et GFLV) par la méthode DAS-ELISA. Pour ce
faire, nous avons utilisé la Ribavirine, agent chimique antiviral (1-B-D-
Ribofuranosyl-1, 2,4-triazole-3-carboxamide), utilisé en tant qu'en agent
chimique a large spectre antiviral dans le domaine de la médecine humaine

contre I'hépatite et la phytothérapie contre certains virus.

2.5.2.1. Techniques de culture

La technique d’assainissement par la chimiothérapie consiste a cultiver les
explants des 4 cépages sur le milieu MS (13), modifié lors de l'essai du
microbouturage (MSz3) qui a donné une meilleure prolifération des bourgeons ainsi
gu’un taux de multiplication important dans I'essai de micropropagation. Ce milieu
a été maintenu pour tous les essais d’assainissement. Pour cela, la Ribavirine a
été additionnée au milieu apres autoclavage. Par ailleurs, une dose de 200mg de
Ribavirine est diluée dans 200 ml d’eau distillée stérile, stérilisée par des filtres de
0,22 pm de diameétre et ajoutée au milieu de culture a raison de 20ml/l (figure
2.14).

Cette concentration est choisie suite aux recommandations de plusieurs auteurs
pour I'assainissement viral des végétaux (374). Elle est également peu toxique

pour la plante (324)

2.5.2.2. Mise en culture des explants

Des bourgeons axillaires de 1 cm des 4 cépages autochtones, prélevés sur
des pieds meres infectés au cours de la saison de croissance, ont été cultivés sur
milieu de prolifération MS modifié (MSs) enrichi de 20 mg/l de Ribavirine pendant

8 semaines (figure 2.14).
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Figure 2.14. Etapes de 'établissement de la culture
(a) et (b) Préparation et stérilisation de la solution de Ribavirine
(c) Versement du milieu
(d) 5 explants désinfectés contenant un bourgeon axillaire
(e) Mise en culture des explants
() Mise des bocaux dans la chambre de culture (T° et H contrdlées)

2.5.2.3. Suivi de la culture

Aprés 4 semaines de [Iétablissement de la culture des 4 cépages
autochtones (ABK, BEK, MF et F) les explants ayant développé des pousses sont
retirés de leurs milieux de culture, débarrassés de la partie végétale. lls sont

transférés sur les mémes milieux frais pour une durée de 4 semaines.

Les vitroplants obtenus apres 8 semaines de traitement par Ribavirine ont
été transférés sur le méme milieu de multiplication sans viricide, pour les 3
repiquages successifs. Au fur et a mesure que les pousses régénérées in vitro se
différencient, elles sont cultivées sur un milieu d'enracinement sans auxines. Deux
témoins positifs de la plante mere infectée pour chaque cépage ont été régénérés
in vitro sur un milieu sans Ribavirine. Les explants ont été maintenus dans des

conditions contrélées (24 + 1°C et 16 h de photopériode).



2.5.3. Phytothérapie

La technique de phytothérapie concerne seulement deux cépages
autochtones Ferrana (F) et Amghar (AG) qui se sont révélés positifs lors des
tests sérologiques notamment le GLRaV-3. Pour cela, nous avons utilisé
comme bioviricide a base de plantes, I'extrait d’ail (Allium sativum L.) en tant
que produit naturel thérapeutique ne présentant aucun effet néfaste pour

'environnement.

Ce produit dont sa composition minérale a été additionné au milieu de
culture MS3 (tableau 2.5).

Tableau 2.5 : Composition en minéraux et oligo-éléments de lail

(/100g de matiére fraiche) (344).

Elément Taux en (%)
Sodium (Na) 8,0mg 2%
Potassium (K) 373,0 mgx 9%
Calcium(Ca) 18,0mg + 3%
Phosphore (P) 64,0mg+ 3%
Fer (Fe) 2,2mg+ 5%
Magnésium (Mg) 8,0mg= 4%
Manganese (Mn) 1,3mg+ 2%
Zinc (Zn) 0.9mg=* 5%
Cobalt(Co) 0.9ug+ 3%
Sélénium (Se) 77,1ug + 2%
lode (1) 94,0 ug = 4%
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2.5.3.1. Technigues de culture

La technique d’assainissement par la phytothérapie consiste a cultiver les
explants des deux cépages autochtones (F) et (AG) sur le milieu MS, modifié
(MS3). Pour cela, 5g de matiere fraiche provenant de gousses d’ail, ont été
manuellement séparées des bulbes, puis éplucher avec un couteau pour retirer
I'épiderme restant. Le bulbe d’ail a été broyé dans 100 ml d’eau distillée stérile
afin d’obtenir un mélange homogéne (F), aprés centrifugation a 3000 tours
pendant 10 min, le filtrat est stérilisé sous hotte a flux laminaire horizontale par
des filtres de 0,22 um, puis additionné a llitre du milieu de culture aprées
autoclavage a raison de 20 ml du filtrat. Sous héte a flux laminaire horizontal et
a partir du filtrat de la solution mere (F), 3 dilutions D1 (75%), D2 (50%) et D3
(25%) ont été prélevées a raison de 20 ml/l de chaque et ajustées au milieu de
culture, on obtient donc 4 différents milieux (figure 2.15).

Figure 2.15 : Préparation des milieux de culture enrichis d’extrait d’ail
(a) Récupération de I'extrait d’ail

(b) Récupération de la solution mére (F)

(c) Stérilisation du filtrat,

(d) Préparation des quatre filtrats F, D1, D2 et D3

(e) Ajout de 20ml/I du filtrat au milieu

(f) Milieux préparés
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2.5.3.2. . Mise en culture des explants

Afin de mettre en évidence I'effet combiné du milieu MSs et de I'extrait de I'all
sur la prolifération et la croissance des pousses. Deux essais ont été entrepris, sur

les deux cépages Ferrana (F) et Amghar (AG).

Le premier essai consiste a cultiver des explants de 1cm de ces 2 cépages
sur milieu MSsz enrichis de 20 ml/l d’extrait d’ail (F, D1, D2 et D3), nous obtenons 4
différents milieux MSsF, MS3D1, MS3D2, MS3D3.

Le deuxiéme consiste a cultiver des explants de 1cm de ces 2 cépages sur
milieu MS’3 (MS3/2) ou les macroéléments ont été réduits de moitié et dépourvu de
régulateurs de croissance, enrichis toujours de la méme dose d’extrait d’ail (F, D1,
D2 et D3). Les 4 milieux MS’sF, MS’sD1, MS’3sD2, MS’sD3 sont utilisés pour

prolifération des pousses in vitro durant 8 semaines de culture.

2.5.3.3. Suivi de la culture

Aprés 4 semaines de [l'établissement de la culture, les explants ayant
développé des pousses sont retirés de leurs milieux, lls sont transférés sur les

mémes milieux frais pour 4 semaines de culture.

Les vitroplants obtenus aprés 8 semaines de traitement, sont transférés sur
le méme milieu de multiplication mais dépourvu d’extrait d’ail, pour 2 repiquages
successifs. Au fur et a mesure que les pousses régénérées in vitro se
différencient, Deux plantules témoins positives de la plante mere infectée pour
chaque cépage ont été régénérées in vitro sur un milieu sans extrait d’ail. Les
explants ont été maintenus dans des conditions contrélées (24+1°C, 16 h de

photopériode).

2.6.3.4. Analyse immuno-enzymatigue

Les plantules assainis par chimiothérapie et phytothérapie sont testées par
immuno-enzymatique réalisé grace au sérum polyclonaux fournis par le Kit de
BIOREBA contre le GLRaV-3 et le GFLV a une concentration de 1/1000, selon

le protocole décrit par Clark et Adams (266), selon les étapes suivantes :
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1- Sensibilisation de la plaque, dépbt de I'anticorps spécifique dilué au 1/1000

dans le tampon carbonate bicarbonate ;

2- Incubation de la plaque, 3 heures a 37°C ;

3- Lavage 3 fois, 5 minutes avec le PBS-Tween ;

4- Dépot de I'antigéne, extrait a raison de 1g/4ml dans le PBS (0,1M pH 7,4) ;
5- Incubation pendant toute la nuit a 4°C ;

6- Lavage 3 fois, 5 minutes avec le PBS-Tween. ;

7- Dépbt de I'anticorps spécifique conjugué a la phosphatase alcaline, dilué au
1/1000 dans le PBS (0,1M pH 7,4) ;

8- Incubation 3 heures a 37°C ;

9- Lavage, 3 fois 5 minutes avec le PBS-Tween ;

10- Dép6t du substrat, PNPP dilué (1 mg/1ml) dans du tampon du substrat ;
11- Incubation a température ambiante ;

12- 1° lecture au bout de 15 minutes d’incubation ;
13- Arrét de la réaction par addition de NaOH 1N. 2éme lecture au bout de 24

heures.

Les lectures de I'absorbance ont été obtenues a 405 nm avec un lecteur
de microplaquette automatique (METERTECH Z960). Le niveau d’infection est
mesuré en fonction de la densité optique (le degré de coloration) de réaction
ELISA.

2.5.4. Parameétres évalués

Pour I'assainissement, le pourcentage des réponses des explants assainis
par chimiothérapie et phytothérapie a été sensiblement évalué pour étudier I'effet

des deux traitements sur :

- Taux de phytoxicité exprimé en pourcentage (%)

- Nombre et la longueur moyenne des pousses régenerees.

Nous avons sélectionné 15 explants uniformes pour chaque traitement (3

bocaux, contenant chacun 5 explants).
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2.6. Expression des résultats

Le dispositif expérimental adopté est en randomisation totale, les données
ont été évaluées par une analyse de variance a l'aide d’'un logiciel statistique
(STATISTICA version 12).

Les différences au sein et entre les traitements ont été estimées par une
analyse de la moyenne de séparation, en utilisant le test le moins significatif de
différence (LSD) avec un risque de niveau de signification de 0,05 %.

Avant l'analyse, les données en pourcentage, ont été transformées en arc
sin-racine carrée. Durant toute notre expérimentation, différentes lettres indiquent

des différences significatives (P = 0,05).
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PARTIE 3

RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. EVALUATION SANITAIRE DES PIEDS-MERES

Les analyses sérologiques des pieds méres des cépages choisis situés dans

la serre d’élevage ont révélé des sensibilités différentes.

Les cépages Ahmar Bou Ameur (AH), Tadlith (TD) et Lakhzine (LK), ont révélé
des résultats négatifs vis a vis le GLRaV-3 et le GFLV. Ces trois cépages sains et
indemnes de ces deux virus ont fait I'objet d’'une étude de régénération par

microbouturage.

Ce contrdle, nous a permis de montrer que les cépages Aberkane (ABK),
Bezoul El Khadem (BEK), Muscat de Fandouk (MF) sont positifs vis a vis ces deux
virus les plus virulents. Les deux cépages Ferrana (F) et Amghar (AG) se sont

révélés positifs uniquement pour le GLRaV-3 (tableau 3.1).

Tableau 3.1. Analyses du DAS ELISA des pieds-meéres

Cépages Résultats
GLRaV-3 | GFLV

Ahmar Bou Ameur (AH) - -
Tadlith (TD) - -
Lakhzine (LK) - -
Aberkane (ABK) + +
B. El-Khadem (BEK) + +
M. Fandouk (MF) + +
Ferana (F) + -
Amghar (AG) + -
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3.2. DESINFECTION DU MATERIEL VEGETAL

Les essais entrepris sur la désinfection du matériel végétal du cépage Ahmar
Bou Ameur (AH), nous ont montré des variations de contamination et de

desséchement (tableau 3.2).

Tableau 3.2 : Taux de contamination et de desséchement

Essais de Temps de Taux de Taux de
désinfection trempage contamination | dessechement
NaOClI 15 90% 55%

20 78% 60%

30 65% 90%
CaOcCl 15 90% 32%

20 70% 45%

30 65% 60%
HgCl 3 0% 2%

Nous remarquons, que la désinfection avec I'hypochlorite de sodium (NaOCI)
et de calcium (CaOCI) avec un temps de trempage de 15, 20 et 30 min, n’ont pas
donné des résultats escomptés sur les contaminants externes et ont engendré un

taux important d’explants desséchés.

Les taux de contamination les plus importants (90%), ont été enregistrés pour

les explants traités par NaOCI et de sodium CaOCI durant 15 min.

Ceci peut s’expliquer par 'abondance des microorganismes (champignons,
bactéries) exogénes et endogenes liés aux plants de vigne cultivés a partir des
collections de pieds adultes en plein champ. Notons que les taux de contaminations

cryptogamiques demeurent majoritaires.

Par ailleurs, la désinfection par CaOCI et NaOCl a donné les taux de
brunissement les plus élevés (60 et 90 %) respectivement et ce pour une durée de

30 min de trempage.
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Par contre, les explants traités par le le bichlorure de mercure (HgCl2) sont
totalement stériles. Celui-ci a donné un taux de contamination nul et un faible taux

de desséchement estimé a 2% comparé aux autres essais.

3.3. MICROBOUTURAGE

3.3.1. Phase d’établissement de la culture

Le débourrement est le moment ou les écailles protectrices qui recouvrent le
bourgeon s'écartent, laissant apparaitre la bourre. Il marque la fin de la dormance
des bourgeons et le début du réveil végétatif avec I'apparition du rameaux vert et
les nouveaux organes (84).

Apres 5 jours de 'ensemencement des explants des trois cépages controlés
indemnes des 2 virus (GLRaV-3 et GFLV) sur les 06 milieux de culture testés, les
bourgeons axillaires ont commenceé a débourrer. Aucune contamination, qu’elle soit

d’origine bactérienne ou fongique n’a été observée durant cette phase (figure 3.1).

Figure 3.1 : Débourrement apres 5 jours de la mise en culture sur milieu MS3

(@) Ahmar Bou Ameur (AH)
(b) Tadlith (TD)
(c) Lakhzine (LK)
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Au bout de 20 jours, tous les explants ont débourré et sont dépourvus de

contaminants endogénes (figure 3.2).

Figure 3.2. Débourrement aprés 20 jours de la mise en culture sur milieu MS3

(a) Ahmar Bou Ameur (AH)
(b) Tadlith (TD)
(c) Lakhzine (LK)

En effet, pour I'entrée en activité des bourgeons axillaires, Le milieu MS: a
donné un taux de débourrement de 100% pour le génotype Tadlith uniquement,
tandis que, le milieu MSz a enregistré le plus important taux de débourrement avec

100% pour les trois génotypes étudiés (figure 3.3).

Les résultats obtenus aprés 20 jours De repiquage ont révélé des réactions
tres différentes du comportement des explants vis-a-vis des milieux de prolifération
et des cépages testés. Le taux de débourrement des explants varie
significativement (p=0,0106) (appendice B, annexe 1). La comparaison des

moyennes montre 3 groupes homogeénes (a, b et ¢) (appendice B, annexe 2).

Le milieu MS3 testé dont les nitrates d’'ammonium (NH4NO3) sont réduits de %
et le (CaClz, 2H20) est substitué par le (Ca(NOs), 4H20) a enregistré le plus
important taux de débourrement soit (100%) pour les trois génotypes étudiés. Le

milieu MS: dont les nitrates d’'ammonium (NH4NO3) sont réduits de % et le (CaClz,
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2H20) est substitué par le (Ca(NOs), 4H20) a donné le méme taux (100%) pour le
génotype Tadlith (TD) (figure 3.3).

1020 (F=2,83 ; ddl 2; p=0,0107 ; S; appendice B, annexe 1)
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Figure 3.3. Effet de l'interaction cépage/ milieu sur le taux de débourrement
(AH) Ahmar Bou Ameur
(TD) Tadlith
(LK) Lakhzine

3.3.2. Phase de multiplication

Les explants provenant des 3 cépages ont révélé des réponses différentes vis

a vis le microbouturage.

Les résultats de la multiplication montrent que la réponse de la régénération
des pousses varie en fonction de la composition minérale et du cépage testé. L'effet
de chaque traitement a été vérifié suite a deux subcultures (2 mois) apres transfert

sur milieu de multiplication

3.3.2.1. Taux de reprise des explants

Le taux d'explants survécus influe significativement (p=0,0382) et varie de
80% pour le cépage AH sur les milieux (MS, MS1, MS4, QL-MS) et MS: pour le
cépage TD a 95% pour les deux cépages AH et TD sur milieux (MS:z et MS3). Ce

méme taux est obtenu uniquement sur milieu MSs pour le cépage LK. La
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comparaison des moyennes montre 2 groupes homogenes (a et b) avec un autre

groupe intermédiaire (ab) (appendice B, annexes 3 et 4).

3.3.2.2. Développement de pousses

Le nombre moyen de pousses formées a significativement été affecté par le
milieu de culture. Le nombre le plus élevé a été obtenu avec le cépage (LK) cultivé
sur milieu MS3z formant 2 pousses. Cependant, le plus faible nombre de pousse
régénérée in vitro par explant a été donné par tous les autres traitements avec 1
pousse chacune. La comparaison des moyennes montre 2 groupes homogénes (a

et b) (appendice B, annexes 5 et 6).

3.3.2.3. Lonqueur des pousses

Indépendamment du cépage étudié, le milieu de culture a aussi affecté
significativement la longueur de pousses (p= 0,0481). Le milieu MS3 a permis un
allongement de 2,7 ; 2,54 et 2,33 cm respectivement sur les trois cépages (LK, AH
et TD). La comparaison des moyennes montre 6 groupes homogenes et (a, b, ¢, d,

e et f,) et 3 intermédiaires (ab, cde et def) (appendice B, annexes 7 et 8).

3.3.2.4. Efficacité de I'Elongation des Pousses (SEE)

La SEE a montré clairement qu'indépendamment du cépage, le MSz a été trés
performant sur la multiplication des pousses par rapport aux autres milieux. En effet,
les trois meilleurs longueurs moyennes obtenues selon la formule SEE avec 2,55 ;
2,90 et 4,20 cm sont celles repiquées sur le milieu MSz pour les trois cépages (TD,
AH et LK) respectivement (figure 3.4).
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Figure 3.4. Effet de l'interaction (cépage/ milieu) sur la SEE
(AH) Ahmar Bou Ameur
(TD) Tadlith
(LK) Lakhzine

Le milieu (MS3) a donné les meilleurs résultats de croissance avec des
pousses vigoureuses. Le milieu MSz2 a montré des résultats intermédiaires, alors
gue le milieu MS a induit la plus faible performance d'allongement de pousses

(appendice B, annexe 11).

3.3.2.5. Nombre de feuilles

Le milieu de culture n’a pas affecté significativement le nombre de feuilles
(p= 0,8131) Cependant, quel que soit le cépage étudié, le milieu MSs, a permis la
production d’'un grand nombre de feuilles avec environ de 4 a 5 respectivement

pour les trois cépages (AH, TD et LK) (appendice B, annexes 9 et 10).

Aprés 60 jours d’élongation sur le milieu MSg, les cépages étudiés (AH, LK
et TD) présentent des pousses bien développées, vigoureuses avec des
entrenceuds distincts et un feuillage important de couleur vert foncé (figure 3.5 et
3.6).
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Figure 3.5. Aspect des pousses apres 2 subcultures des cépages étudiés
(a) Ahmar Bou Ameur (AH)
(b) Tadlith (TD)
(c) Lakhzine (LK)
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Figure 3.6. Aspect des pousses de cépages étudiés apres 60 jours d’élongation

sur le milieu MS3
(&) Ahmar Bou Ameur (AH)
(b) Tadlith (TD)
(c) Lakhzine (LK)

3.3.3. Phase d’enracinement

La phase d’enracinement a été réalisée sur milieu MSsz réduit de moitié
(*2 MS3) et le saccharose est réduit de 30 a 20 g, pourvu ou pas d’hormone

stimulante ANA.

Lors de cette étude, la réalisation de la phase d’enracinement est conduite sur
des pousses bien développées, obtenues lors de la phase d’élongation. L’'induction
s’est déroulée selon les deux modes.

3.3.3.1. Induction racinaire

Les résultats montrent que au cours du mode 1 (phase obscure / lumiere),
'apparition des premiéeres ébauches racinaires au bout de 10 jours de la mise en
place sur le milieu d’enracinement. Les racines observées sont courtes, peu

vigoureuses et dépourvues de chevelus racinaires (figure 3.7).
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Figure 3.7. Aspect des racines des cépages étudiés sur milieu pourvu d’ANA
(a) Ahmar Bou Ameur (Cal avec racine vigoureuse et quelques racines latérales)
(b) Tadlith (cal avec 2 racines vigoureuses)
(c) Lakhzine (petit cal avec racines assez vigoureuses)

La 2éme phase uniquement en présence de lumiére montre que les ébauches
racinaires sont apparues au bout de 5 jours seulement de la mise en place sur milieu

d’enracinement.

Notre étude a montré que ’hormone ANA n’a pas d’effet stimulant pour induire
'enracinement des pousses régénérées in vitro et ce quel que soit le cépage testé.
Nous avons obtenu des résultats similaires sur des milieux dépourvus en cette
hormone, avec des pousses plus vigoureuses et abondantes et présentant des

chevelus racinaires bien développés (figure 3.8).
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Figure 3.8. Aspect des racines des cépages étudiés sur milieu dépourvu d’ANA
(a) Ahmar Bou Ameur (racines fasciculées, filiformes, réparties autour du talon
(b) Tadlith (racines vigoureuses et courtes)
(c) Lakhzine (racines tres vigoureuses autour du talon)

3.3.3.2. Taux d’enracinement, nombre et longueur moyenne des racines

Nos résultats montrent que I'ensemble paramétres d’enracinement
respectivement le taux d’enracinement, la longueur moyenne et le nombre moyen

des racines pour le mode 1 et 2, varie significativement respectivement (p= 0,0292

; p=0,0018 ; p= 0, 0027) (appendice B, annexes 12, 14 et 16), en induisant une
rhizogénése a la base des pousses régénérées in vitro. L’intensité de celle-ci varie
selon la présence et I'absence d’ANA. En effet, indépendamment des cépages
testés, les milieux dépourvus d’ANA se révelent trés efficaces vis a vis

I'enracinement des pousses développées in vitro.

Cependant, le milieu MSs a permet pour les trois cépages testés (TD, AH et

LK) les meilleurs aptitudes a I'enracinement.

3.3.3.3. Génotype

Un effet génotypique sur I'enracinement en absence d’ANA a été observé
(appendice B, annexel8). En effet, avec I'usage de la méme balance minérale du
milieu MSg, le meilleur taux d’enracinement a été enregistré par le cépage (TD) avec

81,67%, tandis que pour I'élongation racinaire, les meilleurs résultats ont été
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obtenus par le cépage AH avec 7,68 cm, quant au nombre moyen de racines par
pousse régénérée in vitro, le meilleur résultat a été obtenu sur le méme milieu par

le cépage LK avec environ 6 racines (appendice B, annexes 13, 15 et 17)

3.3.3.4. Efficacité de I'élongation racinaire (REE)

Le REE nous a permis de déduire l'effet que peut avoir le mode
d’enracinement, le génotype et le milieu de culture sur la rhizogénese. Nous
signalons que le mode 2 (milieu sans ANA) a donné les meilleurs performances en
allongement avec 27,8 ; 25,8 et 21,25 cm pour les trois cépages étudiés (TD, AH et
LK) respectivement, cultivés sur milieu MSs (figure 3.9).

Les résultats du REE confirment les conclusions que nous avons faites
précédemment en analysant les trois parametres séparément (taux d’enracinement,

longueur moyenne et le nombre moyen de racines par pousse régénérée in vitro).
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Figure 3.9. Effet de l'interaction (Génotype/ Mode/ Milieu) sur la prolifération
des racines des génotypes étudiés

(a) Ahmar Bou Ameur (AH)
(b) Tadlith (TD)
(c)Lakhzine (LK)
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3.3.4. Phase d’acclimatation

Durant cette phase, nous remarquons que les plantules pré-acclimatées ont
atteint environ 20 cm de hauteur, présentant un port bien dressé et une végétation

assez dense (figure 3.10).

Aussi, les plantules élevées apres 3 mois de rempotage dans des pots de
4 litres de substrat présentent toujours une partie aérienne bien développée
(figure 3.11).

3.3.4.1. Taux de reprise a l'acclimatation

Les plantules acclimatées obtenues selon les 2 modes d’enracinement (sans
et avec 'normone stimulante ANA sont acclimatées avec succes, révélant des

différences significatives (p= 0,0369) (appendice B, annexe 19).

Au cours de cette phase finale, nous avons observé que les plantules
enracinées avec I'ajout d’ANA ont enregistré des taux d’acclimatation allant de 77
a 82 % tandis que celles obtenues sans I'incorporation de I'hormone ANA ont été
plus performantes lors de cette étape et ont enregistré des taux allant de 82 a 86 %

(appendice B, annexe 18 et 20).
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Figure 3.10 : Aspect des plantules aprés 1 mois d’acclimatation

Figure 3.11 : Aspect des plantules aprés 3 mois d’élevage
(@) Ahmar Bou Ameur (AH)
(b) Tadlith (TD)
(c) Lakhzine (LK)
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3.4. DISCUSSION

La réussite du protocole de microbouturage dépend de plusieurs facteurs tels
que la désinfection du matériel végétal, I'asepsie, la formulation minérale du milieu
de culture, le génotype et I'acclimatation, étape cruciale et importante pour la reprise

des cépages rares et endémiques.

3.4.1. Désinfection du matériel végétal

La reprise des plantes d’espéces ligneuses dépend étroitement de I'état
physiologique de I'explant au moment de leur mise en culture, plusieurs chercheurs
ont signalé les difficultés et les obstacles rencontrés lors de I'introduction in vitro a
partir d’'un matériel ligneux collecté des pieds méres cultivés en plein champ et ils
ont montré que la stérilisation par I’hypochlorite de sodium (NaOCI) ou de calcium

(CaOCl) n’a pas réduit les contaminations externes du matériel végétal (375 ; 376).

Les nécroses des tissus des especes ligneuses en culture in vitro provoque
leurs brunissements et par conséquent le desséchement des explants ce qui
représente un handicap sérieux pour la réussite de la culture. Ce phénomene étant

le résultat de I'oxydation par les composés phénoliques excrétés par I'explant.

Les taux importants de contamination enregistrés lors de la désinfection par
NaOCI comparés a ceux de CaOCI peuvent s’expliquer par les ions Na qui peuvent
dans certains cas géner la croissance, d’ou le brunissement et le dessechement
des tissus constatés lors de leurs mise en culture in vitro. Ces mémes résultats ont
été rapportés par Margara (84) et Ahanhanzo et al. (377 et 378). De plus, Augé et
Boccon-Gibod (86) préconisent l'utilisation de CaOCI qui reste un produit

désinfectant ayant donné des résultats satisfaisants.

Cependant, ces deux désinfectants n’ont pas réduits les contaminations
externes. L’emploi du bichlorure de mercure (HgClz2) semble plus efficace contre
les contaminants externes du matériel végétal collecté en plein champ et
potentiellement infecté, cela confirme les résultats des travaux de Rugini (122) et
Margara (84), les mémes résultats ont été obtenus pour I'olivier par Grigoriadon
(365) et Brahada (379). De méme, Benmahioul (380), rapporte que plusieurs

protocoles développés ont été basés sur l'utilisation du HgCl2> (381 ; 382 ; 383 ;
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384) et/ou en association avec NaOCI| pour des résultats plus conséquents et

prometteurs (385).

3.4.2. Formulation minérale du milieu de culture développé

En plus de la réussite du protocole d’asepsie et de désinfection du matériel
végeétal, la composition du milieu de culture est un facteur important dans la réussite
de l'établissement de la culture in vitro. Chaque type de tissu a besoin d’une
formulation minérale différente selon I'objectif recherché, la croissance optimale ou

I'induction d’'une organogenése (386).

Notre recherche nous a permis d’établir un protocole expérimental qui a été
retenu pour la régénération in vitro des cépages autochtones testés et qui sont
menaceés de régression. Ce dernier a permis d’évaluer linfluence de six
compositions minérales différentes en macroéléments (MS, MS1, MS2, MSs, MS4 et
QL-MS) sur leur multiplication in vitro et leur capacité rhizogéne.

Les milieux de cultures testés durant notre expérimentation different
principalement par la quantité et la forme d’azote apporté. En effet, les milieux MSz,
MSs3 et QL-MS sont plus riches en azote que les milieux MS1 et MS4 alors, que le
milieu MS est trés riche en sels totaux particulierement en nitrates d’'ammonium,

efficace pour stimuler I'organogenése in vitro (387).

Cependant, les résultats obtenus lors de la phase de débourrement, nous ont
permis de mettre en évidence l'effet révélateur des différents milieux testés sur le
débourrement des explants des trois cépages étudiés. En effet, plusieurs auteurs
rapportent que les interactions des différents éléments que compose le milieu de
culture sont a l'origine de la multiplication et la croissance in vitro des especes
végetales. Certains stimulent le processus du développement in vitro, d’autres par

contre ont peu d’'influence sur le débourrement (388 ; 95 ; 148).

Lors de cette phase d’expérimentation, quel que soit le cépage étudié, le milieu
MS modifié (MS3) dont NH4NO3 sont réduits a % s’est révélé le plus efficient pour
tous les parametres de multiplication étudiés, suivi du milieu MS2 dont NH4NOs sont
réduits a ¥2. Ces résultats sont probablement liés a la composition équilibrée de ces
deux milieux notamment en quantité d’azote et la forme de nitrates apportés (CacCl:
est substitué par Ca(NO3s), 4H20). Des résultats similaires ont été rapportés sur

vigne lorsque certaines modifications ont été introduites dont la réduction des
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nitrates NH4NOs, l'augmentation des concentrations de KNOsz et ['apport
supplémentaire de (Ca(NO3s), 4H20) (17). De méme, Haddad et al. (90) ont obtenu

des résultats similaires sur I'olive de Laperrine.

3.4.2.1. Débourrement des explants

Les milieux MS et ses dérivés MS: et MS4 ont induit un développement
important de cals et une réduction de la croissance des pousses entrainant une
hyperhydricité se traduisant par une vitrification de 'ensemble des cépages testés.
En effet, certains auteurs, ont souligné que I'apparition de ce phénomene induit par

le dégagement d'éthylene d( a des concentrations élevées en ions NH4* (389 ; 10).

Comparativement aux autres milieux testés, les milieux dérivés MSz et MS:
sont caractérisés par I'apport (Ca*?) sous forme de nitrate de calcium au lieu de
chlorure de calcium. Ces résultats corroborent a ceux de (15; 17 ; 49) qui ont
signalé que la substitution du chlorure de calcium par du nitrate de calcium améliore

la qualité de pousses de vigne produites in vitro.

Par ailleurs, plusieurs auteurs ont signalé I'importance des ions (Ca?*) sur
'organogenése. En effet, cet élément joue un rble important dans la stimulation de
I'activité méristématique de la partie apicale de la pousse nouvellement formée
(390).

3.4.2.2. Multiplication des pousses régénérées

Les trois cépages autochtones testés ont eu des réactions différentes, ceci
révéle l'effet du génotype pour tous les paramétres de multiplication évalués.
Le cépage Lakhzine (LK) cultivé sur milieu MS3 s’est montré plus réactif, comparé
aux autres cépages. Ceci peut s’expliquer qu’au sein du genre Vitis, il existe des
différences génétiques dans la capacité d'absorption des ions notamment (K*, Ca?*
et Mg?*) (391 ; 392).

Ces constations indiquent que le génotype est déterminant dans le choix du
milieu de culture a utiliser et qu’aucun schémas directeur ne peut s’appliquer a
toutes les variétés. Cette différence serait probablement liée a des exigences

nutritionnelles variables selon le cépage (393 ; 10 ; 378).
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3.4.2.3. Rhizogénése

Lors de notre étude, la capacité d’enracinement des cépages utilisés
dépendait de la composition minérale du milieu. Ces résultats ont été apportés par
(393) qui montrent qu’'une forte réponse rhizogéne est étroitement liée a la

composition minérale du milieu de culture.

3.4.2.3.1. Milieu avec auxine

Le succés des méthodes de multiplication végétative in vitro dépend de la
capacité des boutures a former des racines adventives (367). Lors de la
micropropagation de la vigne, les auxines les plus utilisées AlA, AIB et ANA se sont
avérées efficaces pour induire I'enracinement in vitro (23). Cependant, 'ANA est
considérée comme I’hormone stimulante la plus efficace pour induire I'enracinement
in vitro principalement en raison de sa plus grande stabilité a la lumiere (395 ; 394 ;
396). Néanmoins, l'induction de I'enracinement dans cette étude a été réalisée dans

l'obscurité, rendant ainsi la destruction de I'auxine par la lumiére quasi-nulle.

Les milieux contenant de I'ANA développent des cals tres importants
ralentissant la différenciation racinaire (95). Ces faibles taux d’enracinement
marqués sur le milieu MS enrichi d’ANA provoquent une importante calogenese a
la base des vitroplants, ce phénomeéne peut s’expliquer par la richesse du milieu de
culture en éléments minéraux. En effet, les peroxydases basiques des plantes
vitreuses montrent une augmentation d’activité ce qui indiquerait une baisse du
niveau auxinique endogene (397). Si'on considére que I'auxine est un élément clé
de la différenciation cellulaire, cette diminution du taux en auxine endogene pourrait

expliquer I'’hypo lignification des plantes vitreuses.

Lors de notre expérimentation nous signalons que I'ajout de I'auxine ANA a
réduit I'induction racinaire ce qui ne corrobore pas avec certains chercheurs qui ont
souligné qu’un supplément de 'auxine dans le milieu de culture est nécessaire pour

induire I'enracinement (10).

3.4.2.3.2. Milieu sans auxine

Les milieux dépourvus d’ANA ont été plus favorables a I'enracinement. En

effet, en absence d'auxines dans le milieu de culture, les vitroplants synthétisent et



104

sont les centres actifs de biosynthése de l'auxine, ces cépages s’enracinent

facilement comme signalé dans la littérature (18).

Les différences de croissance optimale de racines obtenues pour les trois
cépages sur les milieux testés, peuvent s’expliquer par I'effet génétique. En effet,
certains cultivars peuvent proliférer des racines sans régulateurs de croissance.
Nos résultats concordent avec ceux de certains auteurs (398 ; 11) qui ont obtenu
un taux d’enracinement de 78% sur milieu dépourvu d’ANA, comparé a celui

enregistré lors de notre essai avec 82 %
3.4.2.4. Acclimatation

L'acclimatation des plantes régénérées in vitro est une étape critique. Les
plantules régénérées ne s’adaptent pas toujours aux conditions extérieures, une

b

fois transférées dans la serre, elles montrent des signes de stress dus a une

humidité relative plus faible, a un niveau de lumiere plus élevé et a un

environnement septique.

Hazarika, (398) souligne qu’un nombre important de vitroplants ne survivent

pas au transfert dans de conditions in vivo.

Lors de notre étude, nous avons constaté que les plantules racinées des
cépages testés in vitro ont été transplantées avec succes dont plusieurs d’entre

elles régénérées ont survécu a I'acclimatation.

Les taux importants d'acclimatation (82 a 86%) des vitroplants cultivés sur
milieux dépourvus d’ANA peuvent s’expliquer par la qualité des racines obtenues

qui ont permis de surmonter les contraintes de I'acclimatation.

En effet, Chee et al. (15) et Skiada et al. (10), rapportent que la survie des
plantules in vivo dépend étroitement de I'état physiologique des racines produites

lors de la phase d’enracinement in vitro.

Nous soulignons que la présente stratégie de microbouturage appliqué dans
notre étude, a partir de génotypes différents, basé sur la modification de la
formulation minérale du milieu de base Murashige et Skoog (13), révele que le
protocole utilisé est une approche efficace et précise pour la micropropagation des

cépages autochtones étudiés.
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3.5._ ASSAINISSEMENT

3.5.1. Chimiothérapie

Les pieds-méres des cépages Aberkane (ABK), Bezoul El Khadem (BEK),
Muscat de Fandouk (MF) contrélés et révélés positifs pour les deux virus du
GLRaV-3 et du GFLV ainsi que ceux du cépage Ferrana (F) positifs pour le GLRaV-

3 uniquement sont assainis par chimiothérapie.

3.5.1.1. DAS ELISA des plants régénérées in vitro

Les résultats de I'assainissement par chimiothérapie avec I'agent antiviral, la
Ribavirine ont montré que les vitroplants obtenus sont assainis. Ainsi, nous pouvons
déduire que le test DAS ELISA a eu une réaction négative pour les 8 vitroplants
testés. Deux explants témoins positifs pour chaque cépage, infectés par le GLRaV-
3 et GFLV ont été cultivés in vitro dans un milieu sans Ribavirine. Aprés 8 semaines

de culture, les explants sont restés infectés (tableau 3.3).

Tableau 3.3 : Assainissement par chimiothérapie aprés 8 semaines

Cépage Nombre de Plants virucides free DAS-ELISA
vitroplants
Assainis (négatifs) Nombre | Résultat Taux
testé d’assainissement (%)

GLRaV-3 | GFLV 2 2 GLRaVv-3 | GFLV
Aberkane  (ABK) 8 2 2 2 100 75
B.El khadem (BEK) 8 7 2 2 100 87.5
M.de Fandouk (MF) 8 5 2 2 100 62,5
Ferrana (F) 8 - 2 2 100 -

Les résultats obtenus de I'assainissement des quatre cépages de vigne testés
(ABK, BEK, MF et F), montrent qu’au bout de 8 semaines de culture sur un milieu
MS modifié (MS3) additionné a 20ml/l de la Ribavirine, les vitroplants sont totalement
assainis vis a vis du GLRaV-3 et partiellement assainis avec des taux dépassant
les 60% pour le GFLV (tableau 3.3).
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Nous pouvons donc déduire que la méthode de chimiothérapie par I'ajout de
20 mg/l dans le milieu de culture s’avere efficace et prometteuse pouvant étre

confirmé dans d’autres protocoles d’assainissement de la vigne.

3.5.1.2. Effet de la Ribavirine sur la phytotoxicité des explants

Apres une semaine, nous avons observeé le débourrement des bourgeons pour
la totalité des explants suivie d’'une mortalité avec un taux de survie de 53,33 ; 47 ;
47 et 40% pour les cépages respectivement (MF, ABK, F et BEK). L’apparition des
feuilles a été observée apres la deuxieme semaine pour la plupart des vitroplants
qui ont pu avoir une croissance normale. Au total, 8 vitroplants ont pu survivre aprés
une période de 8 semaines de traitement chimique avec l'agent antiviral, la
Ribavirine (tableau 3.4).

Nous avons rencontré, le probleme de phytotoxicité qui se manifeste par une
mortalité entrainant un dessechement total des explants. En effet, nous avons
enregistré apreés 8 semaines de traitement le taux de mortalité le plus important pour
le cépage Bezoul El Khadem (BEK) (60%) suivi de Ferrana (F) et Aberkane (ABK)
avec 53%. Le plus faible (46,66%) a été enregistré pour le cépage Muscat de
Fandouk (MF) (tableau 3.4).

Cette phytotoxicité est due essentiellement a I'absorption élevée de la
Ribavirine a chaque transplantation réalisée, ce qui rend les vitroplants affaiblis et

cause aussi leur mortalité (figure 3.12).

Tableau 3.4 : Taux de phytotoxicité des explants cultivés sur milieu pourvu de

20mg/l de la Ribavirine

Cépage |Nbre d’explants mis | Phytotoxicité

en culture (%)
ABK 17 53
BEK 20 60
MF 15 46,66

F 17 53
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Figure 3.12. Desséchement des explants traités par la Ribavirine
(a) Aberkane (ABK)
(b) Bezoul El Khadem  (BEK)
(c) Muscat de Fandouk (MF)
(d) Ferrana (F)

3.5.1.3. Aspect chlorotique des plantes régénérées

De plus, I'effet de la Ribavirine sur la croissance des pousses a été marqué par
un jaunissement des feuilles di a I'absorption de celle-ci par les explants a chaque
transplantation. Une chlorose des feuilles a été constatée suite au traitement

prolongé de I'agent antiviral (figure 3.13).
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Figure 3.13. Aspect chlorotique des feuilles de pousses régénérées
sur milieu pourvu de 20 mg/l de Ribavirine
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3.5.1.4. Effet de la Ribavirine sur la prolifération des pousses

Une augmentation progressive de taux de multiplication des bourgeons a été
constatée apres 2 semaines de culture en présence de Ribavirine avec un
allongement marquant des plants ayant atteint une longueur moyenne de 7, 25 cm
pour Aberkane (ABK), comparé au milieu de microbouturage déja établi (figure
3.14).

L'évaluation de la croissance des pousses a révélé la formation de nombreux
bourgeons adventifs a la base des pousses en croissance (figure 3.15 a et b), En
effet, les observations menées durant les deux subcultures in vitro ont révélé la
formation d'un cal sur lequel prennent naissance de nouvelles micro-pousses. Par
ailleurs, 'analyse de la variance a révélé des effets significatifs sur le nombre de
pousses cultivées dans les milieux pourvus et dépourvus de Ribavirine et ce pour

tous les cépages testés (p=0,0172 ; appendice C, annexe 1).

Le génotype a influence sur la multiplication des pousses régénérées in vitro
sur milieu pourvu de Ribavirine. Nous enregistrons un nombre important de
prolifération chez le cépage Aberkane (ABK) avec une moyenne de 7pousses suivi
respectivement des cépages Bezoul El Khadem (BEK) et Muscat de Fandouk (MF)
avec un nombre moyen légerement plus faible estimé a 6 pousses. Le plus faible
nombre moyen de pousses a été enregistré pour le cépage Ferrana (F) avec 4

pousses (appendice C, annexe 2) (figure 3.14 et 3.15).
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I

I

I

Mombre moyen de pousses

L

10,00 -
9,00 -
8,00 -
7,00 -
6,00 -
5,00 -
400 -
3,00 -
2,00 -

1,00

0,00

(F=3,67 ; ddi 3 ; p=0,01724 ; S ; appendice C, annexe1)

T d d
P dslm

ABK/AR ABK/SR BEK/AR BEKSR MF/AR  MF/SR - FIAR FISR

Cépage/Ribavirin

Figure. 3.14. Effet des traitements avec (AR) et sans Ribavirine(SR) sur le nombre

moyen de pousses régénérées in vitro des cépages étudiés apres 8
semaines de culture.

(ABK) Aberkane

(BEK) Bezoul El Khadem

(MF)  Muscat de Fandouk

(F) Ferrana
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Figure 3.15. Culture de pousses sur milieu MSs pourvu de la Ribavirine
(a) Multiplication des pousses
(b) Croissance des pousses et différentiation des bourgeons adventifs
(c) Enracinement des pousses apres 10 jours
(d) Enracinement des pousses apres 40 jours
(e) Pré-acclimatation
(f) Acclimatation des plantules aprés 3mois
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3.5.2. Phytothérapie

L’étude préliminaire de l'assainissement par l'extrait d’ail avec quatre
concentrations (100, 75, 50 et 25%) testées, incorporées sur milieu MSs pour les
deux cépages Ferrana (F) et Amghar (AG) a manifesté de gros cals a la base
empéchant la différenciation des bourgeons et ce pour toutes les concentrations
utilisées, elle est néanmoins plus marquée pour la concentration de 100% (figure
3.16). Ce résultat nous a orienté vers un autre essai ou nous avons opté pour une
diminution de moitié (¥2) les macroéléments du MSs et en éliminant les hormones
de croissance (MS’3), afin de remédier aux problemes de calogénése
(multiplication intense sans différenciation).

Figure 3.16. Aspect des explants du cépage Ferrana sur milieu MS3

pourvu d’extrait d’ail
(a) Solution mere F (100%)
(b) Dilution D1 (75%)

(c) Dilution D2 (50%)

(d) Dilution D3 (25%)
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3.5.2.1. DAS ELISA des plants régénérées in vitro

Les résultats du test DAS ELISA ont montré une réaction négative vise a vis
le GLRaV-3 pour les plants régénérés in vitro sur milieu MS’s additionné de 20mg/I

de chaque concentration d’extrait d’ail préparée (tableau 3.16).

Les 2 explants infectés par le GLRaV-3 pour les deux cépages (AG et F)
cultives comme témoins positifs dans le méme milieu MS’s sont restés infectés

apres 8 semaines de culture (tableau 3.16).

Les résultats obtenus lors de notre étude montrent que, I'ajout de 20 ml/l de
I'extrait d’ail a différents concentrations (100, 75, 50 et 25 %) dans le milieu de
culture dilué MS’s, a permis I'assainissement total du virus GLRaV-3 des explants
des 2 cépages autochtones étudiés de vigne Ferrana (F) et Amghar (AG) (tableau
3.16).

Cette technique a montré un résultat remarquable du faite de I'utilisation d’un
bioviricide présentant des vertus thérapeutiques importantes et riche en éléments
pouvant enrichir le milieu de culture en minéraux sans recourir a des substances

de synthese.

Tableau 3.5. Assainissement par phytothérapie

Cépages | Concentration | Nombre de DAS-ELISA

testés d’extrait d’ail | vitro plants |Nombre de vitro | Nombre |Résultats
(%) testés plants assainis | de plants | pour les

(négatifs) virucides | plants
Free virucides

Free

Amghar 100 (F) 8 8 2 2

75 (D1) 8 8 2 2

50 (D2) 8 8 2 2

25 (D3) 8 8 2 2

Ferrana 100 (F) 8 8 2 2

75 (D1) 8 8 2 2

50 (D2) 8 8 2 2

25 (D3) 8 8 2 2
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Lors de cet essai, les différentes concentrations de I'extrait d’ail utilisées n'ont
induit aucune phytotoxicité des vitroplants régénérées in vitro et ce apres 8

semaines de traitement comparée a la chimiothérapie appliquée.

3.5.2.2. Effet de I'extrait d’ail sur la prolifération et I'élongation des pousses

La régénération de pousses multipliées in vitro a été obtenue pour toutes les
concentrations d’ail testées (F, D1, D2, D3) cependant, la réponse varie en fonction

de la concentration et du cépage utilisé.

Le nombre moyen de pousses formées n’a pas induit un effet significatif de la

concentration de I'extrait d’ail additionné au milieu de culture MS’s et ce quel que

soit le cépage utilisé (p= 0,8985 ; appendice c, annexe 2).

En évaluant l'activité de I'extrait d’ail sur la prolifération des pousses, une
augmentation progressive de la longueur a été constatée aprés 2 subcultures
successives de 4 semaines chacune avec un allongement marqué des plants
régénérés in vitro. Cependant, la transplantation de ces explants dans les mémes
milieux frais apres 4 semaines de mise en culture a amélioré considérablement la
croissance de ces pousses. En effet, indépendamment du cépage étudié, la
concentration de I'extrait d’ail utilisée pour I'assainissement a affecté indirectement

et significativement la longueur de pousses (p= 0,00 ; appendice C, annexes 3).

Le milieu MS’s enrichi de quatre concentrations d’extrait d’ail a permis I'élongation
de pousses de 5,84 et 3,37 cm respectivement pour les deux cépages Amghar (AG)
et Ferrana (F) (figure 3.17).

Nous pouvons déduire que quel que soit la concentration d’extrait d’ail, le
milieu MS’s a donné de meilleurs résultats de croissance comparé au MSs,

Cependant, la concentration D3 (25%) est révélée la plus efficiente (figure 3.17).
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(F=62,16 ; ddl 3 ; p=0,00 ; THS ; appendice C, annexe 3)
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Figure 3.17. Effet de différentes concentrations d’extrait d’ail sur I'élongation in

vitro des pousses des cépages étudiés apres 8 semaines de culture
(AG) Amghar
(F) Ferrana

Durant I'essai de phytothérapie et pour toutes les concentrations testées, les
plants multipliés sur milieu MS’3 enrichi d’extrait d’ail ont suivi les mémes étapes de

multiplication in vitro que celle de la chimiothérapie.

Les plants enracinés obtenus ont survécu a l'acclimatation avec succés et
présentent un port végétatif dressé avec un feuillage abondant d’une couleur vert
vif et des pousses bien développées, comparés a ceux obtenus aprés I'application

de la chimiothérapie (figure 3.18).
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Figure 3.18. Régénération de pousses du cépage Amghar en milieu MS’s

pourvu des 4 concentrations d’extrait d’ail
(a) 1%*subculture

(b) 2é™esubculture

(c, d, e, f) Enracinement des pousses

(g) Pré-acclimatation des plantules

(h) Acclimatation aprés 1mois

(i) Acclimatation des plantules aprés 2 mois
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3.6._ DISCUSSION

Les études entreprises sur [l'utilisation des agents antiviraux pour
assainissement sont en nette progression avec les nouvelles méthodes
technologiques (48 ; 361 ; 364).

Nous confirmons lors de cette étude que les deux collections de matériel
génétique installées a I'lTAF sont également infectées par le GFLV, alors que Lehad
et al. (39) ont signalé que ces mémes collections n’étaient infectées que par le
GLRaV-3.

Plusieurs techniques de culture in vitro sont considérées comme des
méthodes efficaces appliquées pour l'assainissement des cépages de vigne

infectés de viroses.

3.6.1. Effet de la Ribavirine

3.6.1.1. Sur 'assainissement viral

Durant notre recherche, la chimiothérapie par I'utilisation de la Ribavirine a 20
mg/l comme viricide et la phytothérapie par l'utilisation de I'extrait d’ail comme
bioviricide a différentes concentrations (100, 75, 50 et 25%) ont été appliquées pour
évaluer leur efficacité sur 'assainissement de ces deux collections de vigne dans le

but d'intégrer ces ressources génétiques dans les programmes de sélection.

Ainsi, plusieurs cépages autochtones et especes spontanées se sont révelés
intéressants pour la sélection mais l'infection par des virus constitue un réel obstacle

pour leur valorisation.

La technique de la chimiothérapie utilisée repose essentiellement sur le
développement de méthodes d’assainissement basées sur l'utilisation d’'un produit
chimique antiviral notamment le produit médicamenteux la Ribavirine en tant
gu'agent antiviral repose sur la concentration utilisée ainsi que les espéces hotes et
le virus ciblé (400).

De nombreux chercheurs rapportent 'effet antiviral de la Ribavirine étudiée
sur I'élimination des virus de plantes (401 ; 402 ; 403 ; 404).

Les résultats obtenus lors de cette étude révélent que le GLRaV-3 a été

totalement éliminé de tous les échantillons des cépages infectés par rapport au
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GFLV qui a été identifié dans certains échantillons avec un faible taux (12,5 ; 25 et
37,5 %) respectivement pour les cépages (Bezoul El Khadem (BEK) ; Aberkane
(ABK) et M.de Fandouk (MF). Nos résultats concordent avec ceux rapportés par
plusieurs auteurs qui ont signalé des différences dans le taux d’assainissement de

la vigne par la Ribavirine pour les différents virus (326 ; 374).

La technique de chimiothérapie en utilisant de la Ribavirine, a été aussi utilisée
avec succes pour l'assainissement de plusieurs cépages de vigne et de plusieurs
especes de virus (45 ; 323 ; 326). Différentes études ont révélé que le traitement a
la Ribavirine & 20 mg /I, permet d'éliminer 100% du GFkV et du GRSPaV (373) et
du GLRaV-1-3 (46 ; 323) aprés 8 semaines de traitement.

Cependant, l'utilisation combinée de différents agents antiviraux peut donner
des résultats plus intéressants pour I'infection mixte. Le GFkV a été completement
éliminé des infections simples et mixtes avec le GVA par l'utilisation simultanée de
Ribavirine et d’'un autre agent antiviral Oseltamivir (produit antigrippal) (324). En
outre, la présence d'un échantillon infecté par le GFLV peut étre due au niveau

élevé de concentration du GFLV ou a l'interaction virus/plante.

3.6.1.2. Sur phytotoxicité des pousses

Cette technique a engendré une phytotoxicité des pousses régénérées in vitro
estimée a plus ou moins 50%. En effet la Ribavirine est un agent antiviral qui peut
étre toxique, cette constatation est signalée par Guta et al. (327 et 324) qui
rapportent que la phytotoxicité de ce produit chez la vigne cultivée en in vitro était
provoquée lorsque la concentration atteinte oscille entre 20 et 40mg/l. Ainsi, le
processus d'élimination du virus impliquait souvent I'évaluation de la phytotoxicité

des viricides a diverses concentrations et périodes d'exposition (331).

3.6.1.3. Sur la prolifération des pousses

De plus, la technique de chimiothérapie a permis de développer un nouveau
protocole de micropropagation de vigne. Ainsi, le milieu développé permet la
différenciation de plusieurs micro-pousses par rapport au milieu de multiplication
sans traitement chimique. Les résultats obtenus confirment ceux rapportés par Guta
et al. (331) et (324).

Nous déduisons gue la Ribavirine peut induire la différenciation d'une nouvelle

micro-pousse directement a partir de cal et aussi peut jouer un role de composé
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régulateur de croissance. Cette observation peut constituer une avancée importante
dans la micropropagation de la vigne en augmentant le taux de multiplication des

micro-pousses et par conséquent un rendement important de plantules.

D'autres études seront nécessaires pour mieux comprendre ce phénomene,
améliorer et adopter cette méthode pour la micropropagation a grande échelle de

plants de vigne et d’autres arbres ligneux.

3.6.2. Effet de I'extrait d’ail

3.6.2.1. Sur 'assainissement viral

Les résultats de I'assainissement par l'utilisation de I'extrait d’ail obtenus sur
deux cépages de vigne autochtones Amghar (AG) et Ferrana (F), apres 8 semaines
de culture sur un milieu MS modifié (MSs) dont les macroéléments sont réduits de
moitié dépourvus de régulateurs de croissances (MS’s), additionné aux différentes
concentrations de l'extrait d’ail (100, 75, 50 et 25%), montrent que les plants de
vigne sont totalement assainis vis a vis du GLRaV-3. Ceci confirme I'efficacité de
I'extrait d’ail additionné au milieu de culture in vitro pour I'élimination de ce virus
testé. En effet, l'ail (Allium sativum L.) a été largement utilisé comme agent
médicinal pendant des millénaires et les extraits d'ail ont des propriétés

antimicrobiennes connues (48).

De nombreuses recherches faites en Chine rapportent I'effet antiviral de
I'extrait d’ail sur les virus des plantes (342). Wang et al. (364), ont démontré qu'un
extrait d'ail brut a un effet inhibiteur margquant sur un large éventail des virus de la

vigne.

Il a été également prouvé que cet extrait a un effet inhibiteur contre les virus
de vigne en induisant l'augmentation de I'expression des protéines liées a la
pathogénie (PR) (405). L'accumulation de ces protéines PR suscite les réactions
de défense de la plante. L’ail est une source importante de composés soufrés, ce
sont eux qui sont principalement responsables de ses effets bénéfiques (406). En
outre, les volatiles, I'allicine, les saponines, les protéines et les peptides peuvent

contribuer a I'activité antiviral d'ail (48).


https://bsppjournals.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Wang%2C+X+Y
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3.6.2.2. Sur phytotoxicité des pousses

Cette technique n’a induit aucune phytotoxicité des pousses régénérées in
vitro, 'absence de cette mortalité en milieu enrichi d’extrait d’ail comparée a celles
cultivées sur milieu enrichi de Ribavirine peut s’expliquer par le faite que lail
posséde une activité antioxydant. Ces résultats sont similaires a ceux rapportés

par plusieurs auteurs (407 ; 408).

3.6.2.3. Sur la croissance des pousses

La survie du matériel végétal dépend de plusieurs facteurs liés
essentiellement a I'état physiologique des explants mais également aux conditions

nutritionnelles et environnementales de la culture.

Durant le traitement par la phytothérapie, la prolifération des bourgeons sur
milieu MSs établit lors de la multiplication in vitro des cépages autochtones étudiés
a révélé le développement de gros cals inhibant ainsi la croissance des pousses.
Ceci, peut étre lié a la richesse du milieu de MS rapporté par Del Vesco et Guerra
(409), en effet, ce milieu est caractérisé principalement par une tres forte teneur en
sels minéraux, en particulier en potassium et en azote sous forme de nitrate et

d’ammonium.

L’extrait d’ail additionné au milieu MS dont, il est caractérisé par une richesse
en composés chimiques tels que I'eau, sels minéraux, oligoéléments et surtout les
composeés soufrés, vitamines fibres et acides aminés essentiels (410). La richesse
de cette composition du milieu et de I'extrait d’ail a provoqué un antagonisme qui
s’est exprimé par un blocage de I'épuisement des éléments essentiels par les
tissus de la vigne a la production des métabolites de croissance (synthese des
protéines et de la chlorophylle). Ces résultats corroborent avec ceux rapportés par
(410), en culture de tissus, I'excés d’eau, mauvaises conditions d’éclairage et les
nutriments provoquent I'hyperhydricité, caractérisée par une forme vitreuse,

rabougrie et une faible capacité de régénération (412).

Suite a l'induction importante de la callogénése et l'orientation que nous
avons adopté pour augmenter la prolifération des pousses, le milieu MS’s
caractérisé par une réduction de moitié des macroéléments du milieu MS3s et sans
I'ajout de régulateurs de croissance additionné a la concentration d’ail de 25% a

été plus efficiente pour la prolifération des pousses in vitro. Ceci peut s’expliquer
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par le faite que I'extrait d’ail renferme une large quantité d’éléments minéraux tels
gue le calcium, phosphore, magnésium, fer ou sélénium. Comme il est également
une source d’'iode, de soufre, de manganése, de cuivre, de cobalt, de chlore, de

fluor de zinc, de sodium et de potassium (344 ; 410).
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CONCLUSION GENERALE

L’étude relative a la préservation, la conservation et la valorisation du
patrimoine viticole demeure a I'heure actuelle un enjeu majeur. Les cépages
autochtones de vigne ont régressé et en voie de disparaitre sont actuellement
répartis dans un habitat fragile. En raison de leur exposition aux bio- agresseurs et
I'utilisation des cépages a grand potentiel de rendements. La persistance a long
terme de ce patrimoine viticole est incertaine et des programmes doivent mis en

ceuvre pour remédier a ces pertes.

L’étude entreprise durant notre recherche a permis de contrbler et d’assainir
des cépages autochtones et rares conservés dans les deux collections nationales
de I''TAF de Benchicao (Médéa) et de Tighennif (Mascara).

Parmi les cépages contrdlés par le DAS- ELISA, 3 ont été indemnes des
deux virus testés pour le GLRaV-3 et le GFLV et ont fait I'objet d’'une régénération

par microbouturage.

La mise en place d’un protocole de micropropagation via le microbouturage
de la vigne autochtone exige la réussite de I'établissement de culture in vitro qui

dépend de plusieurs facteurs notamment 'asepsie et la reprise de la croissance.

Durant notre recherche, les pertes enregistrées lors de la stérilisation des
explants par I'hypochlorite de sodium (NaOCI) et de calcium (CaOCI) et ce quel
gue soit leur concentration et leur temps de trempage sont importants et variables
avec la technique de désinfection adoptée. Cependant, Le bichlorure de mercure
(Hg Cl2) & 0,7 % pendant 3mn révele 'efficience de I'élimination des contaminants

microbiens externes et aussi pour réduire les brunissements du matériel végétal.

A travers cette recherche, nous avons pu établir le protocole de
micropropagation de trois cépages autochtones indemnes de virus (Ahmar Bou
Ameur, Tadlith et Lakhzine) par la technique de microbouturage, de linitiation
jusqu'a I'élevage des plantules. Les résultats obtenus ont permis de montrer que
le milieu de culture de base MS réduit dans sa composition en macroéléments
deVa et la substitution de CaClz par le Ca(NO3).4H20 (MS3s) a donné de meilleures

performances en micropropagation. Nous avons enregistré une augmentation de
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la masse végétative (taux de prolifération des bourgeons, taux d’explants ayant
survécus, nombre moyen et longueur moyenne de pousses, nombre moyen de
feuilles par pousse régénérée ainsi que SEE (Efficacité de I'Elongation des
Pousses). Cette augmentation a aussi affectée la masse racinaire (taux
d’enracinement, nombre moyen et longueur moyenne des racines ainsi que la

REE (Efficience de I'Elongation Racinaire).

De méme ce méme milieu a été efficient pour I'acclimatation des plants
régénérés in vitro.
En effet, 'analyse des différents parametres étudiés montre que le milieu

riche en azote apporté sous forme nitrique et en calcium (MSz), semble étre le plus

performant pour tous les parametres étudiés.

Les milieux dépourvus dauxines ont été les plus inducteurs de

I'enracinement et de I'acclimatation pour les trois cépages étudiés.

Ces résultats obtenus lors de notre expérimentation peuvent étre considérés
satisfaisants pour I'établissement d’'un protocole de multiplication in vitro, qui
pourrait contribuer a la préservation de ces cépages autochtones de vigne, et il
serait possible de produire du matériel végétal identique et sain et par conséquent,
contribuer au schéma de la certification de Vitis vinifera L. en Algérie. Cette
méthode peut étre considérée donc comme alternative aux méthodes

traditionnelles avec un potentiel élevé de regénération.

La propagation des maladies virales importante a orienté les chercheurs vers
les techniques d’assainissement plus performantes pour la production de matériel

sain et de qualité.

Nous avons démontré que les deux collections de vigne autochtones
installées a I'I'TAF sont infectés de viroses particulierement de I'enroulement
foliaire de type 3 (GLRaV-3) et pour la premiere fois du court noué (GFLV). Par
ailleurs, les techniques telles que la thermothérapie et la culture de méristemes
sont les plus communément appliquées a I'assainissement de vigne mais, ces
derniéres exigent un protocole long et une main d’ceuvre trés qualifiée. Pour cela,
il est primordial de développer de nouvelles méthodes d’assainissement pour la

protection et la préservation du patrimoine viticole.
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La maladie d’enroulement foliaire de la vigne est considérée comme la plus
répandue et en progressant causant des pertes considérables observées sur les
vignobles algériens. Il est nécessaire de faire plus de travaux et des recherches et
d’ouvrir de nouvelles perspectives pour la gestion et le contréle de cette maladie

pour la réduire et/ou I'éradiquer afin de diminuer sa nuisibilité.

Nos résultats d’assainissement obtenus attestent que la stratégie établie
dans cette étude peut étre efficace. En effet, la totalité de ces cépages traités avec
de la Ribavirine et ce apres deux mois de culture dans un milieu MS modifié (MS3)
se sont totalement assainis vis a vis du GLRaV-3 et partiellement assainis contre

le GFLV qui s’avére plus virulent.

Ces résultats obtenus sont prometteurs et peuvent s’intégrer dans les
programmes de sélection sanitaire dans lesquels on est souvent confronté a
travailler sur des cépages tres rares dont l'infection par un virus met en péril la
survie de cette ressource génétique. L’assainissement par chimiothérapie permet

donc d’obtenir des plants sains et génétiquement conformes.

Ainsi, nous avons constaté qu’hormis le fait que la Ribavirine assaini
totalement les cépages, nous avons constaté aussi qu’elle avait la capacité
d’induire la différenciation de nouvelles micro-pousses. Cette nouvelle observation
peut constituer une avancée importante dans la micropropagation de la vigne en
augmentant le nombre de vitro-pousses et par conséquent le taux de
multiplication. D'autres études sont encore nécessaires pour comprendre ce
phénoméne et améliorer cette méthode de micropropagation de la vigne et des

ligneux en générale.

Le travail d’assainissement par chimiothérapie réalisé, ouvre de vastes
perspectives de recherche et développement dans le domaine de la préservation

des ressources viticoles.

Le deuxieme volet d’assainissement expérimenté est la phytothérapie a base
d’extrait d’ail qui peut constituer aussi une alternative aux autres méthodes déja
utilisées. En effet, les quatre concentrations de I'ail (100, 75, 50 et 25%) testées
ont montré leur efficacité avec I'obtention de vitroplants sains exempt du virus

testé et également, les extraits ont agi sur les pousses régénérées in vitro
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D’autre part, I'extrait d’ail comme bioviricide peut contribuer a 'amélioration

de la micropropagation de la vigne en diminuant le colt des intrants.

Toutes les concentrations d’extrait d’ail ont favorisé le débourrement et
I'allongement des pousses in vitro. En outre, le milieu MS (1962), Modifié lors de
notre expérimentation (MS’s) et enrichi par I'extrait d’ail a 25% montre qu’il est plus
efficace au débourrement des bourgeons, a la production et la longueur des

pousses feuillées des cépages étudiés.

La production des plants exempts de virus et de meilleure qualité
phytosanitaire de la vigne repose essentiellement sur l'utilisation des nouvelles
techniques en culture in vitro devenue actuellement plus intéressante pour
plusieurs raisons telles que le faible colt et la grande efficacité de production de

plants sains dans une période largement courte et au espace réduit.

Au cours de ce travail, nous avons pu enrichir les travaux déja réalisés sur
les maladies a virus de la vigne et élargir [l'utilisation des techniques
d’assainissement vers de nouvelles méthodes comme la chimiothérapie et la
phytothérapie, accessibles pour I'assainissement viral afin de produire du matériel

de propagation de qualité et de meilleur état sanitaire.

Ces techniques ouvrent une nouvelle voie pour un accroissement significatif
du taux de multiplication. Elles sont prometteuses et économiquement rentables
du point de vue du nombre de plants obtenus par repiquage. Cependant, elles
nécessitent la vérification de la conformité des plants produits.

Les résultats présentés dans cette étude peuvent aussi contribuer a

I'amélioration de processus de production de plants de qualités de Vitis vinifera L.

Nous soulignons limportance de cette technique pour sauvegarder et
valoriser le patrimoine génétique viticole menacé ainsi que, pour le

développement du secteur viticole en Algérie en déclin.

L’étude de l'effet antiviral de ces deux agents (chimique et naturel), associés
a la micropropagation de la vigne doit-étre approfondie et reconduite dans des
conditions expérimentales plus élaborées. Il serait intéressant de confirmer ces
résultats par des analyses plus poussées en utilisant les techniques de

microscopie électronique et la biologie moléculaire notamment la RT-PCR.
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Il serait aussi souhaitable d’élargir ces essais sur une gamme importante de
cépages de (Vitis vinifera L.) aussi bien autochtones qu’introduites. Comme, il est
important aussi de mener des expériences sur différents virus afin de valider et de

vulgariser cette technique.

Il serait judicieux et pratique de préparer des solutions a base d’extrait d’ail
pour I'assainissement viral des plants en pépiniére et ce par des arrosages et des

pulvérisations foliaires.
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Several grapevine viruses were reported in Algeria and especially in grapevine germplasm collection,
therefore it is a great challenge to free these varieties from virus infection before any breeding programs.
Our study focused on the development of chemotherapy on autochthonous varieties collected in the grapevine
germplasm collection of ITAFV. All these varieties were tested by DAS-ELISA and the presence of GLRaV-3
and GFLV was confirmed in all used samples for the sanitation. After 8 weeks of shoot tips in vitro culture in
a modified M S medium containing ribavirin, DAS-ELISA test revealed that GLRaV-3 was completely elimi-
nated and GFLV to a significant rate.

Keywords: GLRaV-3, GFLV, chemotherapy, micropropagation.

Grapevine was reported to be infected approximately by 70 distinct virus species
that belong to a wide range of taxonomic groups (17 families and 27 genera), usually
infected by several ones (Meng et al., 2017). Some of these viruses were widely distrib-
uted in all grapevine growing regions over the world. Grapevine leafroll viruses were
reported as widely distributed (Martelli and Boudon-Padieu, 2006; Mahfoudhi et al.,
2008; Almeida et al., 2013; De Moura et al., 2018). These viruses were detected in several
autochthonous germplasm collections in association with GFLV, GFKV (Mahfoudhi et
al., 2014; Lehad et al., 2015). These collections were infected by several viruses and it
is important to develop new methods for virus sanitation in order to protect this human
patrimony. Different methods were developed. GLRaV-3, GVA, and GRSPaV were elimi-
nated from infected grapes using somatic embryogenesis (Bouamama Gzara et al., 2017).
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The thermotherapy allowed to eliminate virus from 72,2% GFLV infected grapevine and
24,7% for GLRaV-3 (Panattoni and Triolo, 2003). The cryotherapy revealed 97% of elim-
ination for GVA (Wang et al., 2003). Studies revealed the efficiency of chemotherapy for
different grapevine viruses. Gutd et al. (2014) revealed a total elimination of GFKV from
infected grapevine with chemotherapy. Some drugs were reported to have antiviral activity
on grapevine virus, ribavirin, oseltamivir, mycophenolic acid, 6-mercaptopurine, 6-thi-
oguanine, amantadine, 2,4-dioxo-hexahydro-1,3,5-triazine, (S)-9-(2,3-dihydroxypropyl)-
adenine and tiazofurine (Weiland et al., 2004; Panattoni et al., 2007, 2011; Luvisi et al.,
2012; Guta et al., 2014).

Ribavirin is an antiviral agent that may be toxic. Guta et al. (2014) reported the
toxicity of ribavirin on grapevine tissue culture. Thus the virus elimination process often
involved the evaluation of phytotoxicity of virucides in various concentrations and peri-
ods of exposure (Gutd et al., 2009).

The grapevine germplasm collection of ITAFV was found to be infected by distinct
viruses generally in mixed infection; it was previously reported as infected by GLRaV-3
(Lehad et al., 2015).

Our study focused on the elimination of GLRaV-3 and GFLV from autochthonous
varieties provided by the autochthonous germplasm collection of ITAFV using a micro-
propagation associated with the antiviral agent ribavirin.

The main objective of this study was the elimination of two different viruses be-
longing to two families, GLRaV-3 (Closteroviridae) and GFLV (Nepovirus). The advan-
tages of this technic in grapevine micropropagation and nursery are enormous, due to the
set-up of a multiplication method which presents antiviral activity and eliminate viruses
from propagating material. Thus, the use of this technic may reduce significantly the dis-
semination of plant viruses through the use of virus free propagating material.

Materials and Methods

Virus source
Infected material:

Samples were collected from varieties infected by GLRaV-3 and GFLV maintained
in greenhouse provided from the grapevine germplasm collection of ITAFV. The samples
were tested by DAS ELISA and confirmed the infection by GLRaV-3 and GFLV (Table 1).

Table 1

Infected and no infected samples after sanitation

Varieties Nbr GFLV Nbr GLRaV-3  Mother vine Mother vine GLRav-3 GFLV negative
positive samples  positive GLRaV-3 GFLV test negative
samples test
Aberkane 8 8 2 2 8/8 (100%) 6/8 75%
Bezzoul El Khadem 8 2 7/8 87.5%
Muscat de Fandouk 8 8 2 2 8/8 (100%) 5/8 62,5%
Ferrana 8 2 8/8 (100%)
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In vitro chemotherapy:

Grapevine apices (0.2—0.3 cm) and axillary buds, collected from infected mature
plants over the growing season were grown on modified MS (Murashige and Skoog,
1962). Ribavirin (20 ml/L) acting as the antiviral agent was added to the proliferating
medium for eight weeks. The vitroplant obtained were transferred on virucid-free multi-
plication medium, for 1-3 subcultures. As the microshoots differentiated, they were culti-
vated on rooting medium. A positive control from infected mother plant for each variety
was in vitro regenerated on a free-drug medium. The explants were maintained under
controlled condition (24 £ 1 °C, 16 h photoperiod).

Assessment of ribavirin effect and phytotoxicity:

Mortality of shoot tip was assessed. The Tukey’s HSD test at p=0.05 was used to
compare the effect of the ribavirin on the number of shoot formation using the software
Statistica version 12.

Virus detection by ELISA:

DAS-ELISA test was performed for GLRaV-3 and GFLV using commercial rea-
gents produced by BIOREBA according to the method described by Clark and Adams
1977).

Results

After eight weeks of growth on MS medium with ribavirin, the explants were tested
by DAS-ELISA for the two viruses GLRaV-3 and GFLV found in mixed infection. Re-
sults revealed 100% eradication of all tested samples for GLRaV-3. Thus, the autoch-
thonous varieties Aberkane, Muscat de Fandouk and Ferrana revealed 100% eradication
after eight week of micropropagation on medium containing ribavirin compared to the
positive control regenerated in a drug-free medium collected from the mother plant that
showed a positive reaction.

For the GFLV sanitation, results revealed 75% eradication for the variety Aberkane,
87,5% for the variety Bezoul El Khadem and 62,5% for the variety Muscat de Fandouk.
The positive control revealed a positive reaction (Fig.1).

Several authors determined ribavirin as an antiviral agent. Thus, ribavirin and
oseltamivir were used for the elimination of the virus in various horticultural species
(Gutd et al., 2014). Ribavirin has been used for the sanitation of Grapevine virus A (GVA)
(Panattoni et al., 2007), for the eradication/elimination of Grapevine fanleaf virus (GFLV)
(Weiland et al., 2004), Grapevine rupestris stem pitting-associated virus associated
(GRSPaV) (Skiada et al., 2013; Hu et al., 2018).

The assessment of the shoot growth revealed the formation of adventitious buds
from which many microshoots differenciate (Figs 1, 2). Same results were observed by
Gutd et al. (2014). The Tukey HSD test revealed significant effects between the number
of microshoot cultivated under the drug medium and the drug-free medium for all varie-

Acta Phytopathologica et Entomologica Hungarica



150 Aiter et al.: Sanitation of autochthonous grapevine varieties from Algeria by chemotherapy
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Fig. 1. Effect of treatments on shoot means number, WHO, without ribavirin; WH, with ribavirin;
ABK, Aberkane; BEK, Bezoul El Khadem; Mf, Muscat de Fandouk: F, Farrana

Fig. 2. Shoot tip culture in M and S medium containing ribavirin and differentiation of new shoot tips
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ties tested. The same test also revealed significant effects for the interaction between the
number of shoot regenerated and the varieties. Observation conducted during the in vitro
culture revealed the formation of call followed by the formation of new microshoot from
the callus.

The phytotoxicity effect of ribavirin after 8 weeks of treatment was 60% for the
variety Bezoul El Khaddem, 52,94% for the varieties Aberkane and Farrana, 46,66% for
Muscat de Fandouk (Table 2).

Table 2

Effect of ribavirin on choot tips growth

Cépage Nbre of budding ~ Phytotoxicity ~ Survival shoot tip  Medium without ~ Medium with
ribavirin ribavirin

6

6

Aberkane 17 09 8

—_
S oo

Bezoul El Khadem 20 12 8

Muscat de Fandouk 15 07 08

Ferrana 17 09 08
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Discussion

In Algeria GLRaV-3 represents a prevalence of 44% (Lehad et al., 2015). The
spread of this virus may be explained by vector transmission but also by the use of in-
fected propagating material. For this reason, the use of virus-free propagating material
plays a great role in plant virus control. The major technic used to control plant virus is
thermotherapy. Several technic were developed in order to get more efficiency. The grape-
vine germplasm collection was found to be infected by several viruses in general in mixed
infection; it was previously reported infected by GLRaV-3 (Lehad et al., 2015). In our
study, we found that this germplasm collection was also infected by GFLV. The chemo-
therapy technic was used in order to assess the efficiency of this technic and clean this
grapevine collection in purpose to integrate these genetic resources in breeding programs.
Thus, several autochthones varieties and wild species were found to have interesting traits
for breeding but the infection by viruses constitutes a great problem for their valorization.

The studies on the use of antiviral agent for plant virus sanitation are increasing and
permit to find several antiviral agent. Ribavirin was successfully used for chemotherapy
sanitation of several grapevine varieties and several virus species (Hu et al., 2018; Wei-
land et al., 2004; Skiada et al., 2013).

Different studies revealed that the treatment with ribavirin allow to eliminate 100%
of GFKV and GRSPaV after 8 weeks of treatment with 20mg/ml of ribavirin (Kominek et
al., 2016) and GLRaV-1-3 ( Skiada et al., 2013; Panattoni et al., 2007)

Results obtained revealed that GLRaV-3 was eliminated from all sample in com-
parison to GFLV that was found in some sample with lower rate. Several authors observed
differences in the rate of grapevine cleaning by ribavirin for different viruses (Hu et al.,
2018; Kominek et al., 2016). However, the combined use of different antiviral agents may
give more interesting results. The GFKV has been completely eliminated both from sim-
ple and mixed infections with GVA by the simultaneous use of ribavirin and oseltamivir
(Gutd et al., 2014).

Also, the presence of some sample infected by GFLV may be due to the high level
of concentration of the GFLV or due to the virus-plant interaction. For this, it is important
to carry out experiments on different viruses in order to validate this technic.

In addition, the technic allow developing a new protocol of grapevine microprop-
agation. Thus, the developed medium allow the differentiation of several microshoot in
comparison with the free drug medium in which we find only one microshoot. Guta et
al. (2009 and 2014) reported the same observation. Thus, we can conclude that ribavirin
induces the differentiation of a new microshoot directly from the callus playing role as
growth regulatory compound. This observation may constitute an important advancement
in the micropropagation of grapevine by increasing the number of microshoots. Other
studies are still needed in order to understand this phenomenon and improve this method
in micropropagation of grapevine and other cultures.
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APPENDICE A

Annexe 1 : Cépages autochtones de vigne de germoplasmes de I'lTAF
(ITAF, 2014)
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Annexe 2 : Constituants du milieu MS (Murashige et Skooqg, 1962)

Constituants Concentrations des solutions meres
Macroéléments mag/I ml/|
KNO3 1900 Concentré X [10],
NHaNO3 1650 Préléevement de 100 ml
MgS04.7H20 370 de la solution mére pour
KH2POa4 170 un volume de 1000 ml
CaClz. 2H20 440
Micro-éléments ma/l ml/l
MnS04.4H.0 22.3 Concentré X [100],
ZnS04.7H20 8.6 Prélevement de 10 ml
H3BOs3 6.2 de la solution mere pour
Kl 0.83 un volume de 1000 ml
CuS04.5H20 0.025
NasMo00O4.2H20 0.25
CoCl2.6H20 0.025
Chélate de fer mg/l ml/l
Na2.EDTA 37.3 Concentré X [100],
Prélevement de 10 ml
FeS0O4.7H20 27.8 de la solution mére pour
un volume de 1000 ml
Acides aminés et vitamines mag/l ml/I
Glycine 2 Concentré X [100],
Acide nicotinique 0.05 Préléevement de 10 ml
Pyridoxine-HCI 0.01 de la solution mere pour
Thiamine-HCI 0.05 un volume de 1000 ml
Miyo-inositol 100 Ajouté au moment de la
préparation de milieu
Autres ma/l
Saccharose 30 000
Agar Agar 7000
pH 5.7-5.8




APPENDICE B

RESULTATS DES ANALYSES STATISTIQUES DU MICROBOUTURAGE

Annexe 1: Modele ANOVA appliqué aux effets du génotype et des milieux de
culture sur le taux de débourrement des explants (%)

SC DDL CM F-ratio p
Intercept 481666,7 1|481666,7 | 71065,57 0,000000
Cépage 8,3 2 4,2 0,61 0,546353
Milieux 533,3 5 106,7 15,74 0,000000
Cépage*Milieux 191,7 10 19,2 2,83 0,010678
Error 244.,0 36 6,8
Annexe 2 : Comparaison des moyennes
Méthode : PPDS. 95,0 %
Cépage Milieu Taux Groupes
Débourrement| homogenes

3 2 90,0000 c

3 3 90,0000 c

1 3 90,0000 c

2 3 90,0000 o

2 1 90,0000 o

2 6 90,0000 c

2 2 95,0000 b

1 4 95,0000 b

3 6 95,0000 b

1 2 95,0000 b

3 4 95,0000 b

1 6 95,0000 b

3 1 95,0000 b

1 1 95,0000 b

1 5 100,0000 a

3 5 100,0000 a

2 4 100,0000 a

2 5 100,0000 a




Annexe 3: Modele ANOVA appliqué aux effets du génotype et des milieux de
cultures sur le taux des explants ayant produit des pousses (%)

SC DDL CM F-ratio p
Intercept 412563,0 1 412563,0 24242,00 0,000000
Cépage 225,9 2 113,0 6,64 0,003517
Milieu 1264,8 5 253,0 14,86 0,000000
Cépage*Milieu 379,6 10 38,0 2,23 0,038248
Error 612,7 36 17,0

Annexe 4 : Comparaison des moyennes

Méthode : PPDS. 95,0 %

Cépage |Milieu Taux des explants | Groupes
ayant produit des |homogeénes
pousses

1 1 80,00000 b

1 2 80,00000 b

3 4 80,00000 b

3 2 80,00000 b

3 1 80,00000 b

2 6 83,33333 b

2 1 85,00000 b

2 4 85,00000 ab

1 4 85,00000 ab

2 2 90,00000 ab

3 3 90,00000 ab

1 6 90,00000 ab

3 6 90,00000 ab

2 3 95,00000 a

1 3 95,00000 a

2 5 95,00000 a

1 5 95,00000 a

3 5 95,00000 a




Annexe 5: Modéele ANOVA appliqué aux effets du génotype et des milieux de
cultures sur le nombre moyen de pousses/explant

SM DDL CS F ratio p
Intercept 420,3361 1| 420,3361 | 6078,433| 0,000000
Cépage 02722 2| 0.1361|  1,968| 0,141275
Milieu de culture | 4,3806 5/ 08761 12,669 0,000000
cepage™Milieude |, 3594 10| 02361  3,414| 0,000281
culture
Error 23 6500 342 0,0692

Annexe 6 : Comparaison des moyennes

Méthode : PPDS. 95,0 %

cépage Milieu |Nombre moyen| Groupes
de pousses homogénes
1 1 1 1,000000 b
2 1 2 1,000000 b
16 3 4 1,000000 b
14 3 2 1,000000 b
13 3 1 1,000000 b
12 2 6 1,000000 b
7 2 1 1,000000 b
10 2 4 1,000000 b
4 1 4 1,050000 b
8 2 2 1,050000 b
15 3 3 1,050000 b
6 1 6 1,050000 b
18 3 6 1,050000 b
9 2 3 1,100000 b
3 1 3 1,150000 b
11 2 5 1,150000 b
5 1 5 1,200000 b
17 3 5 1,600000 a




Annexe 7 : Modéele ANOVA appliqué aux effets du génotype et des milieux de

cultures sur la longueur moyenne de pousses (cm)

SC DDL CM F-ratio P
Intercept 1071,225 1|/1071,225| 7850,325|0,000000
Cépage 2,860 2 1,430 10,478 |0,000038
Milieu de culture 56,414 5/ 11,283 82,684 | 0,000000
CépageMilieu de 2,554 10, 0255  1,872|0,048087
culture
Error 46,668 342 0,136
Annexe 8 : Comparaison des moyennes
Méthode : PPDS. 95,0 %
Cépage Milieu Longueur Groupes
Moyenne homogenes
Pousses
1 1 1 1,175000 f
7 2 1 1,395000 e
12 2 6 1,435000 def
18 3 6 1,440000 def
6 1 6 1,450000 def
8 2 2 1,455000 def
13 3 1 1,470000 def
9 2 3 1,470000 def
3 1 3 1,530000 def
15 3 3 1,605000 cde
2 1 2 1,685000 cde
4 1 4 1,710000 cde
10 2 4 1,780000 d
14 3 2 1,895000 C
16 3 4 1,920000 C
11 2 5 2,330000 b
5 1 5 2,540000 ab
17 3 5 2,765000 a




Annexe 9: Modéele ANOVA appliqué aux effets du génotype et des milieux de
cultures sur le nombre moyen de feuilles/explant

SM DD L CM F P
Intercept 4558,225 1| 4558,225 | 2282,282 | 0,000000
Cépage 71,467 2| 35,733 17,892 0,000000
Milieu de culture 108,258 5 21,652 10,841 | 0,000000
gﬁﬁﬁ?ee*'\""'e” de | 15000 10 1,200/ 0,601/ 0,813113
Error 683,050 342 1,997

Annexel0 : Comparaison des moyennes

Méthode : PPDS. 95,0 %

Cépage Milieu |Nombre Moyen| Groupes
de pousses | homogénes
1 1 1 2,650000 a
2 1 2 2,600000 a
16 3 4 2,600000 a
14 3 2 3,500000 a
13 3 1 3,650000 a
12 2 6 3,550000 a
7 2 1 2,800000 a
10 2 4 2,650000 a
4 1 4 3,250000 a
8 2 2 3,650000 a
15 3 3 4,700000 a
6 1 6 3,500000 a
18 3 6 3,550000 a
9 2 3 3,550000 a
3 1 3 4,050000 a
11 2 5 4,600000 a
5 1 5 5,150000 a
17 3 5 4,050000 a




Annexe 11:

jours de culture.

Effet de différents milieux et
Macroéléments sur prolifération et le développement in vitro des pousses apres 60

la composition minérale en

Cépage Milieu Taux Taux Explants Longueur Nombre Nombre moyen
Débourreme ayant moyenne moyen de de feuilles/
nt survécus de pousses pousses pousse
régénérées  régénérées/ régénérée
(cm) explant
AH MS 95 +0.58b 80 +1.15b 1,175+0,21f 1+0b 2 ,65+0,21a
QL-MS 95+1.15b 80+1,75b 1,685+0,59cde  1+0b 2,6+0,27a
MS1 90 +0,58b 80+0,58b 1,530+0,49def 1,15+0,08b  2,6+0,23a
MS:2 95 +0.58a 95+2.89a 1,71040,52cde  1,05+0,05b  3,50+0,30a
MS3 100 +0b 95+3.21a 2,54+0,26ab 1,20+0,09b 3,65+0,18a
MS4 95 +1.73b 80+2.31b 1,45+0,56def 1,05+0,05b  3,55+1034a
TD MS 90 +1.15¢c 85 +2.89ab 1,395+0,25ef 1+0b 2,80+0,25a
QL-MS 95+2.89b 83,33+2.19b  1,455+0,13def 1,05+0,05b  2,65+0,24a
MS1 90 +0,58¢c 80+2.89b 1,470+0,70def 1,104£0,07b  3,25+0,38a
MS: 100 +0a 95+2.89a 1,78040,57cd 1+0b 3,6510,33a
MS3 100+0.a 95+3.21a 2,330+0,14b 1,15+0,08b  4,70+0,33a
MS4 90+1.15c 85+2.89ab 1,435+0,27def 1+0b 3,5+0,31a
LK MS 95 +1.73b 90 +1.15ab 1,470+0,15def 1+0b 3,55+0,33a
QL-MS 90 +1.15c 90+2.31ab 1,895+0,13c 1+0b 3,55+0,37a
MS1 90 +1.73c 90+2.65ab 1,605+0,24cde  1,05+0,05b  4,05+0,31a
MS:2 95 +2.89b 90+1.0ab 1,92040,13c 1+0b 4,6040,39a
MS3 100 +0a 95+1.0a 2,76510,20a 1,60+0,15a 5,15+0,45a
MS4 95+2.89b 85+3.06ab 1,440+0,17def 1,05+0,05b 4,050 ,31la

Notes : Leffet des ftraitements pour la formation de pousses a été exprimé en
pourcentage des premiers bourgeons produisant des pousses. Les données sont
collectées aprés 2 mois du début de I'expérimentation et chaque traitement comprend 100
explants. Moyenne % erreur standard, n=100. Variation suivie de la méme lettre est non
significative selon le test de LSD.

Annexe 12 : Modele ANOVA appliqué aux effets du génotype, des milieux de
cultures, I'absence et la présence de 'ANA sur le pourcentage d’enracinement (%)

SS D DL MS F p

Intercept 140112,0 1| 140112,0| 4232,755| 0,000000
Cépage 375,5 2 187,7 5,671 | 0,005161
Milieux 17896,3 5 3579,3| 108,129 | 0,000000
Mode Hormone 47292,6 1| 47292,6| 1428,699 | 0,000000
Cépage*Milieux 99,5 10 10,0 0,301 | 0,978797
Cépage*Mode Hormone 100,5 2 50,2 1,517 0,226192
Milieux*Mode Hormone 4521,3 5 904,3 27,317 | 0,000000
Cepage*Milieux*Mode 719,0 10 71,9|  2,172| 0,029250
Hormone

Error 2383,3 72 33,1




Annexe 13 : Comparaison des moyennes

Méthode : PPDS. 95,0 %

Cépage | Milieu | Mode Taux Groupes
Hormone | d'enracinement | homogenes

6,66667 n

6,66667

6,66667

6,66667

8,33333

8,33333

10,00000

11,66667

x|x|x~|3|3|5|5|>

11,66667

15,00000 i

16,66667 i

18,33333 hi

18,33333 hi

21,66667 hi

23,33333 gh

23,33333 gh

23,33333 gh

25,00000 gh

26,66667 gh

30,00000 f

30,00000 f

36,66667

(o}
D

46,66667

46,66667

46,66667

46,66667

53,33333

70,00000

70,00000

70,00000

70,00000

70,00000

80,00000

80,00000

80,00000
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Annexe 14 : Modéele ANOVA appliqué aux effets du génotype, des milieux de
cultures, 'absence et la présence de ’ANA sur la longueur moyenne de racines /
pousse (cm)

SS DDL MS F P

Intercept 4145,092 1| 4145,092| 1950,640 | 0,000000
Cepage 19,408 2 9,704 4,567 | 0,011071
Milieux 41,383 5 8,277 3,895| 0,001923
Mode Hormone 340,414 1| 340,414| 160,195| 0,000000
Cepage*Milieux 85,682 10 8,568 4,032 | 0,000031
Cepage*Mode Hormone 29,355 2 14,678 6,907 | 0,001155
Milieux*Mode Hormone 54,605 5 10,921 5,139 | 0,000149
(H:gfsgﬁ;M"'e“X*MOde 61,206 10|  6,121| 2,880/ 0,001852
Error 688,497 324 2,125




Annexe 15 : Comparaison des moyennes

Méthode : PPDS. 95,0 %

Cépage Milieu Mode LMR Groupes
Hormone homogeénes

2 5 1| 1,375000 [

1 6 1| 1,606000 [

1 4 1| 1,937000 [

2 1 1| 1,972000 [

2 3 1| 2,034000 [

1 3 1| 2,112000 [

2 4 1| 2,164000 [

3 1 1| 2,166000 [

3 2 1| 2,176000 [

2 6 1| 2,496000 hi
1 1 1| 2,600000 hi
3 1 2| 2,700000 hi
3 4 1| 2,749000 hi
1 5 1| 2,800000 hi
3 5 1| 2,860000 hi
2 5 2| 2,873000 hi
3 3 1| 2,878000 hi
2 2 1| 2,892000 hi
2 6 2| 3,149000 hi
1 2 1| 3,253000 hi
3 5 2| 3,277000 hi
3 6 1| 3,505000 fg
2 1 2| 3,654000 fg
1 2 2| 3,833000 ef
1 6 2| 3,922000 ef
1 3 2| 4,223000 de
3 2 2| 4,270000 de
3 6 2| 4,290000 de
2 2 2| 4,419000 df
3 3 2| 4,579000 cd
3 4 2| 4,621000 cd
2 4 2| 4,781000 cd
1 1 2| 5,046000 cd
1 5 2| 5,395000 bc
2 3 2| 5,868000 b
1 4 2| 7,682000 a




Annexe 16 : Modéle ANOVA appliqué aux effets du génotype, des milieux de
cultures, I'absence et la présence de 'ANA sur le nombre moyen de racines /
pousse (cm)

SS Degr. Of MS F P

Intercept 2555,078 1| 2555,078| 1592,848 | 0,000000
Cepage 11,512 2 5,756 3,588 | 0,028749
Milieux 111,562 5 22,312 13,910| 0,000000
Mode 110,155 1| 110,155 68,671 | 0,000000
Cepage*Milieux 30,789 10 3,079 1,919 0,041884
Cepage*Mode 1,399 2 0,700 0,436 | 0,646896
Milieux*Mode 75,216 5 15,043 9,378| 0,000000
Cepage*Milieux*Mode 44,354 10 4,435 2,765 0,002744
Error 518,122 323 1,604




Annexe 17 : Comparaison des moyennes

Méthode : PPDS. 95,0 %

Cépage | Milieux | Mode NMR Groupes
homogenes
1 1 1 1,000000 d
2 5 1 1,500000 d
1 6 2 1,600000 d
1 3 1 1,700000 d
1 5 1 1,700000 d
1 2 1 1,700000 d
2 3 1 1,800000 d
2 4 1 2,000000 d
3 1 1 2,000000 d
2 6 1 2,000000 d
3 5 2 2,200000 d
3 2 1 2,300000 d
1 6 1 2,300000 d
3 6 1 2,400000 d
1 1 2 2,400000 d
1 4 1 2,500000 d
3 5 1 2,500000 d
3 3 1 2,500000 d
2 2 1 2,555556 d
3 1 2 2,600000 d
2 3 2 2,600000 d
3 4 1 2,600000 d
2 6 2 2,600000 d
3 3 2 2,800000 cd
2 5 2 2,900000 cd
1 2 2 2,900000 cd
3 2 2 2,900000 cd
2 1 1 3,000000 cd
2 1 2 3,000000 cd
2 2 2 3,000000 cd
3 6 2 3,100000 cd
1 3 2 3,500000 c
1 5 2 3,600000 bc
1 4 2 4,200000 b
2 4 2 5,800000 a
3 4 2 6,300000 a




Annexe 18 : Effet des traitements sur la formation et le développement in
vitro des racines

Cépage Milieu Mode Taux Longueur Nombre < acclimatation
d’enracine Enracinement moyenne moyen (%)
ment (%) Je racines de racines
(cm)
AH MS Mode 1 10 £0.k 2,6+0,49i 1+0d 78+1,15gh
Mode 2 30 +5.77f 5,05+0,74cd 2,40+2,27d  84+0,58abc
QL-MS Mode 1 23,33 +0.gh 1,61+0,29i 1,60+0,27d  80+1,15efg
Mode 2 70 £5.77b 3,92+0,28ef 2,30+0,40d  83+0,58bcd
MS: Mode 1 11,67 £1.67k 3,25+0,53hi 1,70+0,30d  81+0,58def
Mode 2 53,33+5.77¢c 3,830+0,49ef  2,90+0,23cd 84+0,58abc
MS; Mode 1 23,33 +0gh 2,11+0,39i 1,70+0,21d  80+1,15efg
Mode 2 78 +0a 4,22+0,53de 3,50+0,16c  83+0,58bcd
MSs Mode 1 26,67 £2.89gh  1,94+0,07i 2,50+0,34d  78%1,15gh
Mode 2 80 +0a 7,68+0,97a 4,20+0,77bc  86+1,15a
MS4 Mode 1 8,33 £1.67m 2,8+0,09hi 1,704£0,15d  79+1,15fgh
Mode 2 46,67 +5.77d 5,4004£0,70bc  3,60+0,73bc 82+0,58cde
TD MS Mode 1 6,67 +0n 1,97+0,41i 3+0,70cd 80+0,58efg
Mode 2 21,67 £5.77hi  3,65+0,81fg 3+0,60cd 82+0,58cde
QL-MS Mode 1 16,67 £1.67ij 2,50+0,21hi 2+0,21d 80+0,58efg
Mode 2 70 £5.77b 3,15+0,31hi 2,60+0,31d 82+0,58cde
MS: Mode 1 6,67 £1.67n 2,89+0,4hi 2,55+0,41d  82+0,58cde
Mode 2 46 ,67+5.77d 4,42+0,51de 3+0,30cd 84+1,15abc
MS> Mode 1 18,33 +1.67hi  1,80%0,40i 1,80+0,39d  81+0,58def
Mode 2 80 +a 2,60+0,48cd 2,60+0,37d  82+0,58cde
MSs Mode 1 18,33 +2.8%hi  2,16+0,11i 2+0,21d 81+0,58def
Mode 2 81,66 +0a 5,87+0,70b 5,80+0,88b  85+1,15ab
MS4 Mode 1 8,33 +1.67m 1,38+0,04i 1,504£0,17d  81+0,58def
Mode 2 36,67 +5.77de  2,87+0,42hi 2,90+0,87cd 84+1,15abc
LK MS Mode 1 6,67 £1.67n 2,17+0,31i 2+0,26d 80+0,58efg
Mode 2 25 +5.77gh 2,70£0,15hi 2,60+0,40d 83+0,58bcd
QL-MS Mode 1 15 +2.89ij 3,51+0,42fg 2,40+0,16d  79+0,58fgh
Mode 2 70 £5.77b 4,29+0,34de 3,10+0,10cd 83+0,58bcd
MS: Mode 1 11,67 £1.67k 2,18+0,14i 2,30+0,40d  79+0,58fgh
Mode 2 46,67 +5.77d 4,27+0,42de 2,90+0,35cd 82+0,58cde
MS; Mode 1 23,67 £1.67gh  2,88+0,36hi 2,50+0,37d  80+0,58efg
Mode 2 70+5.77b 4,58+0,49cd 2,80+0,25cd 82+0,58cde
MSs Mode 1 30,00 +3.33f 2,75+0,18hi 2,60+0,22d  80+0,58efg
Mode 2 73 15.77b 4,62+0,52cd 6,30+0,21a 85%t1,15ab
MS4 Mode 1 6,67 +1.67n 2,86+0,60hi 2,20+0,13d  77+0,58h
Mode 2 46, 67 £5.77d  3,28+0,41hi 2,50+0,17d  84+1,15abc

La réponse a l'enracinement a été exprimée par le pourcentage d’enracinement
des pousses, le nombre de racines par explant et la moyenne de la longueur de
racines. Les données ont été collectées aprés 30 jours du début de la phase
d’enracinement et les traitements comprennent 20 explants. Les moyennes
suivies de la méme lettre sont non significative selon test de LSD.



Annexe 19 ; Modéle ANOVA appliqué aux effets du génotype, des milieux de
cultures, I'absence et la présence de 'ANA sur le taux d’acclimatation des plants

enracinées
SM DDL CM F ratio P
Intercept 718341,3 1| 718341,3| 297244,7 | 0,000000
Cépage 12,7 2 6,3 2,6| 0,079684
Milieu 14,7 5 2,9 1,2] 0,311478
Mode 341,3 1| 341,3 141,2| 0,000000
Cépage*Milieu 44,3 10 4,4 1,8] 0,069627
Cépage*Mode 20,7 2 10,3 4,3 0,017590
Milieu*Mode 16,7 5 3,3 1,4] 0,242229
Cépage*Milieu*Mode 50,3 10 5,0 2,1| 0,036905
Error 174,0 72 2,4
Annexe 20 : Comparaison des moyennes
Méthode : PPDS. 95,0 %
Cépage | Milieu Mode Taux Groupes
d'acclimatation homogénes
34 3 5 1 77,00000 h
2 1 1 1 78,00000 gh
4 1 2 1 78,00000 gh
32 3 4 1 79,00000 fgh
28 3 2 1 79,00000 fgh
10 1 5 1 79,00000 fgh
26 3 1 1 80,00000 efg
24 2 6 1 80,00000 efg
6 1 3 1 80,00000 efg
30 3 3 1 80,00000 efg
36 3 6 1 80,00000 efg
12 1 6 1 80,00000 efg
14 2 1 1 80,00000 efg
18 2 3 1 81,00000 def
20 2 4 1 81,00000 def
8 1 4 1 81,00000 def




22 2 5 81,00000 def
16 2 2 1 82,00000 cde
29 3 3 2 82,00000 cde
9 1 5 2 82,00000 cde
13 2 1 2 82,00000 cde
27 3 2 2 82,00000 cde
23 2 6 2 82,00000 cde
17 2 3 2 82,00000 cde
31 3 4 2 83,00000 bed
11 1 6 2 83,00000 bed
5 1 3 2 83,00000 bed
25 3 1 2 83,00000 bed
15 2 2 2 84,00000 abc
7 1 4 2 84,00000 abc
1 1 1 2 84,00000 abc
21 2 5 2 84,00000 abc
33 3 5 2 84,00000 abc
35 3 6 2 85,00000 ab
19 2 4 2 85,00000 ab
3 1 2 2 86,00000 a




RESULTATS DES ANALYSES STATISTIQUES DE L’ASSAINISSEMENT

Annexe 1 : Modele ANOVA appliqué aux effets de la Ribavirine sur la prolifération

des pousses

APPENDICE C

SC DD L CM F ratio p
Intercept 756,2500 1| 756,2500| 551,7915| 0,000000
Cépage 21,6250 3 7,2083 5,2595| 0,002876
Ribavirin 342,2500 1| 342,2500| 249,7199| 0,000000
Cépage*Ribavirin| 15,1250 3 5,0417 3,6786| 0,017246
Error 76,7500 56 1,3705
Annexe 2 : Comparaison des moyennes
Méthode : PPDS. 95,0 %
Cépage Ribavirine Nombre de Groupes
pousses homogeénes
Muscat de Sans 1,000000 d
Fandouk
Ferrana Sans 1,000000 d
Bezzoul EI-
Khadem Sans 1,250000 d
Aberkane Sans 1,250000 d
Ferrana Avec 4,250000 c
Muscat de Avec 5 625000 c
Fendouk
Bezzoul El- Avec 5.875000 b
khadem
Aberkane Avec 7,250000 a




Annexe 3 : Modéle ANOVA appliqué aux effets de I'extrait de I'ail sur le nombre de
pousses régenerees in vitro

CS DDL CM Fratio P
Intercept 158,7000 1| 158,7000| 1403.242| 0,000000
Cépage 05333 1| 05333| 4.716] 0,031996
ggnce”tra“o de lextrait 20333 3| 06778 5,993 0,000797
cepage*Concentration 0,0667 3| 00222| 0,196| 0898594
de l'extrait d'ail
Error 12,6667 112| 0,1131

Annexe 4 : Modele ANOVA appliqué aux effets de I'extrait de I'ail sur la longueur
et le développement des pousses régénéreées in vitro

SC DDL CS F ratio p
Intercept 1484,737 1| 1484,737| 13839,09 0,00
Cépage 46,252 1 46,252 431,11 0,00
ggﬂce“tra“o de lextrait 83,799 3| 27933 26036 0.00
cepage*Concentration 20,006 3 6669 6216 0.00
de l'extrait d'ail
Error 12.016 112| 0107

Annexe 5 : Comparaison des moyennes

Méthode : PPDS. 95,0 %

Cépage |Concentrations| Longueur Groupes
de I'extrait d'ail | moyenne de | homogénes
pousses
Ferrana 1 2,200000 e
Amghar 1 2,700000 d
Ferrana 2 2,773333 d
Ferrana 3 3,240000 C
Amghar 2 3,273333 C
Ferrana 4 3,373333 C
Amghar 3 4,740000 b
Amghar 4 5,840000 a
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