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Résumé

Le présent travail porte sur I’induction de callogenése chez deux cépages de la vigne (Vitis
viniferalL.) Autochtones (AMELLAL et BOUANI).
Nous avons désinfecté notre explantes (prélevé de la serre et du champ) par deux méthodes
différentes :
La premiere méthode consiste :le Trempageles explantes dans I’alcool a 70° pondant quelques
secondes,apres le trempage dans I’hypochlorite de sodium (NaClO) a 3% pondant 20 min cette
méthodedonne un taux de contamination total de 82% et ce pour le cépage AMELLAL et 60,5%

pour le cépage BOUANI pour les explantes prélevé du chanp.

La deuxiéme méthode consiste : Trempage les explantes dans chlorure de mercure (HgCly) & 0.3%

pondant 15min, nous a permis de réduire le taux de contamination a 16% et le taux de brunissement de 8%

pour les deux cépages pour les explantes prélevé de la serre .

La meilleur méthode de désinfection est le passage rapide des explants dans la solution chlorure
de mercure 0,5% pendant 15minpour les rameaux herbaceés.
La mise en culture des feuilles a induit la callogénese dans les milieux enrichis par les auxines et

les cytokines, avec un taux total de callogenése 45% pour les feuilles du cépageAMELLAL.

La mise en culture despétioles a induit un faible taux 1% seulement la callogénese, pour tous
les milieux deMURASHIGE et SKOOG (1962) le cépageAMELLAL.

Pour le cépage BOUANI la mise en culture des feuilles a induit la callogénese avec un taux

total de 53% et un faible taux pour les pétioles 3%.

Aussi a été remarqué une faible induction de la callogenése pour les milieux contenant (BAP
1mg+ NOA 1 mg) et (BAP 1mg+NOA 2mg) pour les deux cépages teste.

Mots clés : Méthode de I’infection, BOUANI, AMELLAL, Callogenese.



Abstract

His work deals with the induction of callogenesis in two grape varieties of the vine (Vitis
vinifera L.) Native (AMELLAL and BOUANI).

We have disinfected our explants (taken from the greenhouse and field) by two different
methods:

The first method consists in dipping into 70% alcohol in seconds, after soaking in 3%
sodium hypochlorite (NaClO) for 20 min. This method gives a total contamination rate of
82% and for the AMELLAL grape variety and 60.5% for the BOUANI grape variety for
explants taken from the chanp.

The second method consists in: Soaking the explants in 0.3% mercury chloride (HgCI2) at
15min, we have reduced the contamination rate to 16% and the browning rate of 8% for the
two varietals for explants taken from the greenhouse .

The best method of disinfection is the rapid passage of the explants in the 0.5% mercury
chloride solution for 15min for the herbaceous branches.

Leaf culture induced callogenesis in auxin and cytokine-enriched media, with a total
callogenesis rate of 45% for leaves of the AMELLAL grape variety.

The culture of the petioles induced a low rate 1% only callogenesis, for all the
environments of MURASHIGE and SKOOG (1962) the AMELLAL grape variety.

For the BOUANI grape variety, the growth of the leaves induced callogenesis with a total
rate of 53% and a low rate for the petioles 3%.

There was also a low induction of callogenesis for the media containing (BAP 1mg +
NOA 1 mg) and (BAP 1mg + NOA 2mg) for the two varietals tested.

Key words: Method of infection, BOUANI, AMELLAL, Callogenesis.
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MS : MURASHIGE et SKOOG (1962)
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La vigne est un arbre tres anciennement cultivé qui caractérise particuliérement bien
certains paysages (COUTIN, 2002). Selon (MARCHIVE, 2006), la vigne est I'espéce
végétale la plus cultivée dans le monde. Son importance économique considérable se situe
au niveau de la production des fruits, le raisin, commercialisé comme raisin frais de table
et transformé en raisins secs ou liquides (jus et vins).

La viticulture occupe environ 8 millions d'hectares dans le monde. La majorité des
vignes cultivées est regroupée en Europe (63% du vignoble mondial) et notamment en
France, Italie et en Espagne. En Méditerranéen, mer intercontinentale la vigne a toujours
occupé une place dans le paysage traditionnel de cette région, par sa présence sous ces
deux formes spontanée et cultivée. Cependant la culture de cette espéce est bien enracinée
dans les traditions des populations paysannes Maghrébines en général et Algérienne en
particulier (BOUBY et al., 2010).

Avant la colonisation, la superficie de la vigne en Algérie était estimée a environ

5000 ha représentée par les cépages autochtones et ceux introduits du moyen orient par les

Turcs (BOUBY et al., 2010).

En Algérie d’aprées AOUF(1972), le développement de la vigne a commencé a partir de 1860.

La viticulture est un peu partout a travers le territoire Algériens : a I’Ouest (Tlemcen, Sidi
bel Abbes et Ain ti mouchent) sont les principales villes productrices de la vigne, a I’Est
(Skikda et Bejaia) et au centre (les collines de Sahel, Blida, Média, Mitidja et la Kabylie)
(LERY, 1982).

Entre 2000 et 2006 la production annuelle moyenne de 1’ Algérie est de 275 mille tonnes (LERY,
1982).

Selon AOUF, (1972) 1*Algérie, jusqu’a son indépendance en 1962, était considérée comme
faisant partie du territoire francais et sa production viti-vinicole était régie par la méme
reglementation que celle de la métropole. La France importait alors jusqu'a 14 millions
d'hectolitres de vin produit sur le sol algérien.

Au lendemain de I’'indépendance de I’Algérie de graves difficultés sont apparus, le
vignoble algérien avait a faire face a de graves difficultés. Notamment les sur production de
pres de 15 millions d‘hectolitres de vin, n’avait pas trouvés des preneur pour son écoulement
(AOUF, 1972).

Depuis I'indépendance, le secteur viticole a connu des bouleversements profonds engendré

par des mutations d'ordre politique et socioéconomique dans notre pays. Les surfaces

cultivées ont considérablement diminué suite a des arrachages et a la faiblesse de

production (AGGAD, 1988).

-



Depuis les débuts de ’agriculture, ’Homme a cherché a améliorer les plantes qu’il
cultivait par rapport a des critéres de qualité ou de rendement correspondant a ses besoins ; de
nombreux chercheurs font appel aux techniques de la culture in vitro basé notamment sur la
totipotence cellulaire (AUGE et al., 1989) .

Ainsi et dans le cadre des activités de I’institut technique de I’arboriculture fruitiére et de la
vigne (I'ITAF), qui a pris en charge la conservation des variétés intéressantes de la vigne,
nous nous sommes fixée intérét de cette étude : la mise en culture in vitro de deux variétés de
vigne (AMELLAL et BOUANI).
L’objectif de ce travail est de suivre :
e [’effet des milicux MS sur la régénération de deux cépages autochtones de vigne :
AMELLAL et BOUANI.
o L’effet du génotype et de I’'influence de la balance hormonal sur le taux de
I’induction de la callogénése.
Pour cela, notre document se subdivise en trois parties :
Apres une introduction, un premier volet traite d’une synthése bibliographique
Dans la deuxieme partie nous avons entamé notre travail expérimental en détaillant
I’importance de la des infections du matériel végétale et les méthodes de régénération
in-vitro utilisées suivi par une discussion globale et nous terminons par conclusion et les

dissections a entreprendre pour continuer ce travail de recherche.

-



1. Historique

L'histoire de la vigne accompagne I'histoire de I'humanité depuis des millénaires.
Elle semble originaire des régions chaudes du bassin méditerranéen (DUBOIS et
DESHAIES, 1997). Les plus anciens fossiles de Vitacées remontent a la fin du Crétacé
(il y a environ 100 millions d’années). C’est la région caucasienne qui est le lieu d’origine
de Vitis vinifera, ou I’influence climatique de la mer caspienne favorisa la conservation
d’un cépage remarquable qui donna naissance aux vignes que I’on connait actuellement

(VILLA, 2005). L'Algérie doit ses premiers plants de vignes aux Phéniciens.

Selon (AOUF, 1972), durant la période coloniale, la culture de la vigne s'est
développée intensément devenant une des grandes richesses du pays. Jusqu’a son
indépendance en 1962, I’ Algérie était considérée comme faisant partie du territoire frangais
et sa production viti-vinicole était régie par la méme réglementation que celle de la
métropole. La France importait alors jusqu'a 14 millions d'hectolitres de vin produit sur le
sol algérien. En 1962, I'Algérie se retrouvait donc avec une superficie plantée en vignes a
vin voisine de 350 000ha, dont le potentiel de production pouvait atteindre 14 millions
d'hectolitres de vin. Au contraire, les vignes a raisin de table étaient peu développées 4000

ou 5000 ha avec une production approximative de 200 000 quintaux de raisin.

Selon (REYNIER, 2007), la culture de la vigne a débuté il y’a 5 a 6 millénaires avant
J.C a partir des refuges de Transcaucasie et d’Iran ou les hommes se sont sédentarisées
et ont découvert 1’intérét alimentaire de cette plante, qui a été multipliée par bouturage puis
elle a été domestiquée d’ou proviennent les cépages, issus des sélections faites dans
les populations de Lambrusques. Ensuite, les migrations des hommes vers le sud
(Palestine, Egypte) puis vers 1’Ouest (Gréce et Empire romain) ont permis le
développement de la culture de la vigne et ont assuré le transport de ces premiers
cépages vers d’autres régions.

2. Taxonomie

La vigne est une plante sarmenteuse, ligneuse vivace qui peut demeurer plusieurs
dizaines d’années dans des conditions normales de culture (GALET, 1993). Elle appartient
a la classe des dicotylédones (Ampélidacées) (MARIO, 1996), a la famille des Vitacées
a ’ordre des Rhamnales lui-méme diviseé en neufs genres dont le genre Vitis. Ce dernier est

séparé en deux sous-genres qui sont Muscadinia et Euvitis (Vraies vignes) (figure 1).

-



La quasi-totalité des vignes cultivées fait partie du sous genre Euvitis qui se divisent

en trois groupes: euroasiatique (ne comprend qu’une seule espece (Vitis vinifera),
asiatique et américain (REYNIER, 2007).

Famille

vitacée

Genre

| Ampelopsis || Cissus |

Parthenocissus

Sous genres Vraies ] Muscadin
Origine Américain Euro-Asiatique Asiatique
. ‘ - . V.vinifera \V.amurensis V.rotundifolia
V.rupestris | V.ripari | V.berlandie | V.labrusca :
Rupestris du Lot
Cépages
o Ahmar ban | Shaa Lakhdari | Amghar | Amellal | Ain El Bouma
Toutrissine Amer Tolha

Figure 1 : Classification botanique de la vigne cultivée (REYNIER, 2007).




Selon GALET (2000), la famille des vitacées était appelée autre fois Ampélidees ou
Ampélidacées et elle compte plus d’un millier d’especes. Les vitacées sont

des phanérogames, elles appartiennent aux angiospermes de la classe des dicotylédones.

Les Vitacées appartiennent a I’ordre des Rhamnales, comprenant 18 genres dont
Vitis, celui-ci est séparé en deux sous-genres, Muscadinia qui posséde 2n= 40
chromosomes et Euvitis a 2n = 38 chromosomes.

A Pintérieur d’Euvitis on distingue trois groupes : un groupe euro-asiatique (formé
par Vitis vinifera Linné et Vitis vinifera silvestris), un groupe asiatique (une dizaine
d’espéces, peu étudiées) et un groupe américain (une vingtaine d’espeéces de grande
utilisation comme porte-greffe) (HUGLIN, 1986).

La vigne cultivée proprement dite, Vitis vinifera L. comprend des milliers de
cépages, a I'intérieur desquels il n’a guére été¢ possible de procéder a des classifications
plus poussées (GALET, 2000), Cette espece appartient a la vigne euro-asiatique.

La vigne américaine, elle rassemble une vingtaine d’espéces et elle est utilisée
comme porte-greffe ou croisée avec Vitis vinifera pour produire des hybrides (REYNIER,
2007).

Classification de la vigne

Régne : plantea
Embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones
Sous-classe : Archichlamydées
Ordre : Rhamnales

Famille : Vitacées

Genre : Vitis

Espece : Vitis vinifera L.

3. Description botanique

Figure 2 : Aspect général d’un cep la Vigne.ﬂ(CARBONNEAU etal., 2007)




3.1. Systéme racinaire

Le systeme racinaire e est constitué par le porte-greffe, choisi pour sa tolérance au
phylloxéra. Certaines porte-greffe sont tolérants a la contrainte hydrique et peuvent
s’adapte au pouvoir chlorosant du sol (calcaire actif et teneur en fer) a I’acidité et a la
teneur en sel. Systéme racinaire issu d’une multiplication asexuée est fasciculé (DENIS,

2005).
3.2. Rameau principal

Le rameau est le support de tout systeme végétatif aérien de la vigne. Il est constitué
d’une succession des nceuds, tandis que 1’intervalle compris entre deux noeuds consécutifs

est appelé entre nceud ou mérithale (GALET, 2000).

Au niveau des nceuds se fixent les bourgeons, les feuilles et les wvrilles

(LEVADOUX, 1967).
3.3. Feuilles

Les feuilles ont une distribution alternée et sont pétiolées avec cing nervures
palmées. Elles possédent un sinus pétiolaire et sont plus ou moins découpées, constituées
d’un ou plusieurs lobes plus ou moins découpés (VIALA et VERMOREL, 1910).

Figure 3 : feuille trilobée de vigne (Institut de P'ITAFV)




3.4. Vrilles
Les vrilles sont opposées aux feuilles (SIMON et al., 1992). Elles s’enroulent
autour des supports auxquels elles sont accrochées a 1’aide du renflement adhésif de leurs

extrémités et se lignifient en méme temps que les sarments (REYNIER, 1991).

Vrille

Figure 4 : Vrilles de la vigne (CARBONNEAU et al., 2007)
3.5. Fleurs
Les fleurs de la vigne possedent un petit calice de 5 pétales soudés leur sommet,
formant un capuchon .celui-ci protége les 5 étamines et d'un ovaire comprenant 2 carpelles
renfermant chacun 2 ovules. Pendant la période de la pleine floraison, les étamines
soulévent le capuchon de pétales et le font retomber. Cette opération ne peut s’effectuer

que par temps sec et a une température minimum de 15 °C (RIBEREAU et al., 1971).

3.6. Fruits

Les dernieres sont composées d’un ensemble de ramification parmi lesquelles
s’identifie, le pédoncule, 1’axe principal ou rachis est les pédicelles qui portent les bais ou
grains. Le rachis porte également le nom de la rafle (GALET, 2000).
3.7. Bourgeons

Les bourgeons sont des rameaux en miniatures, naissant a l’aisselle des feuilles
recouverts par des organes protecteurs (écailles et bourre) destinés a assurer leur protection
et la pérennité de la vigne (GALLET, 1993).

4. Cycle végétatif et reproducteur de la vigne

La vigne est une plante a feuilles caduques, elle rentre en dormance apres la chute
de ses feuilles. L’¢lévation de températures au printemps s’accompagne du débourrement
en février-mars, de la sortie des feuilles et d’une croissance rapide des pousses. La pleine
floraison a lieu généralement six a huit semaines aprés le débourrement. Les grappes

florales se forment sur les rameaux agées d’un an du printemps précédent. L’époque de




la différenciation des bourgeons floraux varie en fonction des cépages et des conditions
climatiques. Elle a lieu généralement entre avril et juin. Les cultivars de V. vinifera
présentent dans leur majorité des fleurs hermaphrodites qui sont auto-pollinisés. La
nouaison est suivie de la maturité. En fonction des travaux culturaux et des conditions
climatiques, la vigne peut vivre plusieurs dizaines d’années. Le rendement en raisin est

variable selon les cépages (QUELENIS, 2008).

Figure 5 : Stades phénologiques de la vigne (CARBONNEAU et al., 2067)

1- Dormance, 2- Bourgeon dans le coton, 3- Pointe verte, 4- Premieres feuilles déployées, 5- Stade 2 - 3 feuilles déployées, 6- Stade 4-6
feuilles déployées, inflorescence bien visible, 7- Allongement del’inflorescence, 8- Début floraison, chute du premier capuchon 25%
floraison, 9- 80 % floraison, 10- Nouaison, 11- Baies de la taille d’un poids (7 - 10 mm), 12- Fermeture de la grappe, 13 et 14- Véraison -
Baies moins fermes, pellicule translucide (baies vertes), apparition de pigments (baies bleues, rouges), 15- Récolte & maturité




5. Description de deux cépages etudies :
5.1. Cépage BOUANI
-Caractéristiques phrénologiques :
-Débourrement : 3ére décade de mars
-Floraison : 2éme décade de mai
-Véraison : 2éme décade d’Aodt
-Maturité : 1ére décade de septembre

» Lagrappe
-Longueur : 32cm.
-Forme : Ailée.
-Poids : 690gr.

> Baies
-Couleur : Blanche
-Consistance : Charnue.
-Forme : Tronc ovoide présence de deux pépins.

-Poids de 100 baies : 355gr.

5.2. Cépage AMELLAL :

e (’est un cépage autochtone cultivé dans toute la Kabylie

e Sa maturité s’entend du 15 septembre au 15 Novembre.

e (C’est un bon cépage de table a grappe Cylindrons conique, moyennement compactes
(poids de grappe : 500 gr et la longueur de 23 ,5 cm, diamétre de bais : 18mm).

e Le fruit c’est un bais arrondie de couleur jaune doré.

e |l est trés sensible aux maladies et parasites : sensible au mildiou et a I’oidium
(ITAFv, 2004)

6. Exigences de la vigne
Les principaux facteurs qui limitent la culture de la vigne sont d’ordre climatique.
Ainsi, la pluviométrie ne doit pas étre trop élevée au cours de la période de floraison ni de
celle de la maturation (CARBONNEAU et al., 2007).




6.1. Climat
La vigne supporte des températures de -20°C cependant au gonflement des
bourgeons .le seuil de résistance est de -5°C, en préfloraison il est 0 ,5°C ; a la floraison de
0°C.
Au printemps les jeunes bourgeons sont donc detruits par les gelées blanches de -2 a-
3°C fréquentes a cette période de 1’année dans les zones sensibles.
La vigne débourre entre 8 et 12°C et fleurit entre 16 et 20°C (CARBONNEAU et
al., 2007).
6.2. Précipitations
La vigne se contente de 300mm/an de pluie bien répartie. C’est ainsi que dans les
sables de Sfax, (GALET, 2000), a observé des vignes supportant pendant 3 années
consécutives 100 mm d’eau/an pour une pluviométrie moyenne de 200 mm/an.
6.3. Sol
Le sol interagit avec le climat au niveau des effets limitant de 1’eau, soit vis-a-vis
de la sécheresse, ou I’asphyxic (CARBONNEAU et al., 2007).
Pour maximiser la production, le sol doit étre labouré, irrigué, fertilisé et le plant
bien conduit (GALET, 2000).
7. Génome de la vigne
Le génome de Vitis vinifera L. est composé de 19 paires de chromosomes (n=38).
La taille du génome est évaluée a 470 Mb (Séquencage PN40024, 12X), similaire a celle
du peuplier (485 Mb) et du riz (430 Mb) mais environ quatre fois plus importante
qu’Arabodopsis thaliana L. (125 Mb). La taille des chromosomes varie de 16,6 Mb pour le
chromosome 17, a 29,7 Mb pour le chromosome 14 (GREGORY, 2011).




1. Multiplication de la vigne

La vigne se multiplie par voie asexuée ou vegétative. L utilisation du procédé sexuée
peut étre réalisée uniquement pour la création de nouveaux hybrides.

1.1. Multiplication sexuée

Elle se fait par graines. Ce procédé de semis est réservé aux sélectionneurs et aux
hybrideurs pour la création de cépages et de nombreux porte-greffes Le semis ne reproduit

pas intégralement les caractéres génétiques du plant mere (LEVADOUX ,1956).
1.2. Multiplication asexuée

La multiplication végétative est un mode de reproduction asexuée, a la différence du
semis qui donne une population hétérogene, la multiplication végétative génére des clones
(REYNIER, 2000).

La régularité des plants obtenus et le maintien de I'identité du matériel végétal sont les
principaux avantages de la multiplication végétative. Les plants obtenus par cette voie
présentent fidelement et intégralement les caractéres du pied mére et sont semblables entre
eux (BOUQUET et al., 1989). Cette multiplication peut étre réalisée par différentes
méthodes qui dont les plus importantes sont :

1.2.1. Marcottage

Il suffit de coucher dans le sol un rameau de vigne agé d'un an, tout en maintenant
I'extrémité hors de terre. Afin de faciliter la transplantation, il est recommandé de coucher
le sarment dans un panier grillagé qui permettra I'arrachage en motte. Les marcottes
peuvent étre séparées des plantes méres deés I’automne (LEVADOUX, 1956).

1.2.2. Bouturage

Les rameaux boutures sont coupés en janvier et conservés en stratification dans du
sable, a exposition nord, jusqu'au moment de leur plantation.

Les boutures a talon s'enracinent plus facilement que les boutures simples, mais si
I'on ne dispose que de quelques rameaux, on peut trés bien preparer des boutures d'yeux.

Les yeux munis d'une portion de sarment de 10 a 15 mm sont enfoncés en terrine,
dans du sable humide ; le tout étant ensuite placé a chaud en serre a multiplication ou sur

couche.

-



Les rameaux boutures s'enracinent facilement en plein air ; il suffit de les enterrer
presque completement dans une terre riche et légere, que I'on maintient convenablement
humide (MARGARA, 1989).

1.2.3. Provignage

Le provignage consiste a coucher en terre le cep entier, afin de permettre I'enracinement
des sarments qu'il porte ; c'est un procédé qui était utilisé avant I'invasion phylloxérique
mais abandonné depuis (BOUQUET et al., 1989).

1.2.4. Greffage

C’est le procédé classique de multiplication. Les systémes de greffage les plus utilisés
sont :

e Greffe bouture a I'anglaise compliquée ; ces greffes s'opérent sur table durant le
mois d'avril et le début de mai, la soudure et I'enracinement sont obtenus dans des
chambres chaudes (25 a 28°) durant les 10 premiers jours.

e QGreffes d’yeux : on opere a ceil dormant, fin aoGt début septembre, soit a la main,
soit a lI'aide de machines spéeciales (MARGARA ,1989).

2. Culture in vitro

La culture in vitro est basée sur la mise en culture d’explant en milieu artificiel
controlé, a 1’abri de toutes contaminations.

Les premiers résultats intéressants de culture de tissus végétaux furent obtenus par
GAUTHERET et WHITE, (1934). Elles se font hors sol en conditions stériles et trés
controles, dans des flacons ou tubes fermés, sur des milieux synthétiques solides ou
liquides. Ces derniers contiennent des sels minéraux, une source énergétique et des
adjuvants (ZRYD et al., 1988).

Quelle que soit la technique utilisée, les cultures in vitro requiérent des conditions tres
précises de milieux et d’environnement. Les conditions peuvent changer au cours de la
culture, ce qui rend la maitrise de la technique plus délicate (AUGE et al., 1989).

Selon (AUGE, 1992), toute cellule végétale vivante, quelle que soit sa spécialisation,
est capable de reproduire la plante entiére dont elle est issue. C’est grace a cette totipotent

alité que la culture in vitro d’organe ou de tissus provoque la reprise des mitoses.

-




2.1. Catégories de la culture
2.1.1. Catégorie de la culture in vitro Conforme

Il s’agit d’un mode de multiplication conduisant a des individus pourvus de méme
stock d’information héréditaire que la plante d’ont ils sont issus (RAJNCHAPEL A et al
., 1985). la culture de meristemes depuis les travaux de MOREL et MORTIN (1950), a
permis de guérir les plantes atteintes de virus .La micro propagation in vitro est plus ou
moins utilisée dans la production de plantes conformes pour les premiéres générations de
multiplication. Selon MARGARA, (1989) pour produire des plantes génétiqguement
modifiées, la régenération doit donner des plantes conformes.

2.1.2. Catégorie de la culture in vitro non conforme

D’aprés BEAUCHESNE G., (1989). On appelle variation soma clonale des
modifications du phénotype des plantes qui apparaissent le plus souvent lors de
la régénération de nouvelles plantules a partir de tissus déja différenciés. De trés nombreux
travaux ont porté sur la variation soma clonale et sont d’un éventuel intérét pour la création
variétal. Le probléeme rencontré est souvent celui du crible puisque I’apparition d’un
caractere utile est un événement rare et les chercheures constatent souvent I’apparition de
caractéres défavorables. Cette méthode peut étre intéressante pour des caracteres tel que la
résistance aux parasites s’il est possible de faire un tri in vitro.

2.2. Techniques de culture in vitro
2.2.1. Culture de méristemes

Les méristémes sons des zones de cellules a division intense situé¢ au cceur des
bourgeons et des extrémités des racines (AUGE et al., 1989).

Le méristeme en particulier est une structure trés protégée et est généralement
indemne de virus. Le méristeme est un petit organe composé de cellules méristematiques a
division rapide ; il constitue le matériel idéal de départ étant donné que le méristeme se
développe d’une maniére génétiquement stable et réduit le niveau d’infection virale
(TOUTE, 1998).

Cette technique est utilisée pour obtenir des plantes saines a partir des plantes viroses
(AUGE, 1992).
2.2.2. Micro propagation
Les plantes se multiplient par semis ou par multiplication végétative, ce dernier est
indispensable quand on veut conserver les caractéres d’une variété donnée. La micro-
propagation in vitro apporte un progres considérable par rapport aux méthodes traditionnelles
avec un taux de multiplication de 100 a 1000 fois plus élevé (TOUTE, 1998).

.



La micro propagation consiste en une prolifération des bourgeons axillaires
préexistants sur I’explant mére. Ceci offre une bonne garantie de conformité génétique et

une bonne stabilité des caractéres au cours de repiquages successifs (AUGE et al., 1992).

L’application de la technique de la micro propagation des plantes ligneuses, fruitiers
forestiers, permet 1’amélioration de leurs capacités d’enracinement notamment sur le porte

greffe reconnue difficile (BOXUS, 1995).
2.2.3. Culture de protoplaste

Ces cellules végeétales depourvues de paroi peuvent étre obtenues soit a partir

d’organes de plantes, soit a partir de suspensions cellulaires.

Les exigences nutritionnelles des protoplastes nécessitent une composition minérale
adaptée, notamment pour le calcium qui joue un réle important par son influence sur les
divisions (STEWARD et al., 1958).

2.2. 4...Embryogenése Somatique

Un apport important de la technique de culture in vitro & la biologie a montré que des
cellules somatiques pouvaient produire des structures comparables a des embryons
méritant I’appellation d’embryons somatiques (Une revue fait mention d’une vingtaine
d’espéces ligneuses capables de révéler une potentialité embryogéne souvent décelée a
partir d’embryons zygotique (MARGARA ,1989).

Il existe deux voies pour I'embryogenése somatique :

La premiere dite est I'embryogenése directe ou les embryons sont initiés a partir de
tissus en absence de prolifération de cal. Ceci se produit a partir des cellules pré-
embryogéniques déterminées (P.E.D.C) ou les cellules sont déja engagées dans un
développement embryogene et ils ont besoins seulement d'étre libérées (ROUGET, 1989).
Elles semblent préexister dans les tissus de certains explants comme les embryons

immatures ou les fragments de trés jeunes plantes (SAADI, 1991).

La seconde dite est I'embryogenése somatique indirecte, pour laquelle une prolifération
cellulaire est requise. Les travaux de (RUGHLA, 1998), ont également pu servir a mettre
en évidence, l'existence de cellules initiatrices qui sont déja différenciées mais dépourvues
de capacité embryogenes. Ils les nomment des cellules pré-embryogénes indéterminees
(PEIC).Les cellules embryogenes apparaissent tardivement au sein du cal produit par la

réactivation mitotique des cellules différenciées et/ ou la prolifération des cambiums

.



obtenus a partir d'explants de type racines, tige ou de feuille (JULLIEN, 1991). Leurs
multiplications aboutissent a la formation de groupes de cellules embryogeneses "nodules
méristématiques” dispersés, parmi les autres cellules du cal et qui sont généralement de
type parenchymateux. A la suite de leur repiquage sur des milieux dépourvus d'auxines,
ces nodules évoluent en des embryons somatiques (SAADI, 1991).

2.3. Conditions et composition des milieux

La réussite de la culture de tissus végétaux dépend de la composition chimique des

milicux de culture utilisés ainsi que d’autres facteurs ambiants :
2.3.1. Sel mineraux :
2.3.1.1. Macroéléments

Il s’agit de six ¢léments minéraux présents a des concentrations élevées tel que
I’azote (N), le calcium (Ca), soufre (S), phosphore (P), magnésium (Mg), et le potassium
(K).

2.3.1.2. Microéléments

Ce sont les oligoéléments, principalement : le fer (Fe), le cuivre (CU), le zinc (Zn), le
manganése (Mn), le molybdene (Mo), le bore (B), le chlore (CL), le cobalt (Co), et le
nickel (Ni). Sont nécessaire a la plante qu’en faible concentration.

2.3.2. Sucres
Dans le cas des tissus végétaux placés en culture in vitro, 1’assimilation
chlorophyllienne est nulle ou insuffisante pour assurer la survie et le développement de
I’explant. L’adjonction des sucres (le plus souvent du saccharose) dans le milieu de culture
est nécessaire pour fournir a I’explant une source de carbone (GAUTHERET, 1959).

2.3.3. Vitamines

L’emploi de diverses vitamines favorise fréquemment le développement des cultures
in vitro, elle appartient surtout au groupe B, les plus courante sont : la vitamine Bl (la
thiamine-HCI), la vitamine B6 (la pyridoxine), la biotine, la pantothénate de calcium et le
myo-inositol (GAUTHERET, 1959).

2.4. Facteurs de milieu
2.4.1. Stérilisation

Les conditions stériles sont obtenues par une désinfection des explants, une stérilisation

du milieu de culture et des flacons ou tubes de culture. Les différentes opérations de mise
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en culture sont réalisées dans un environnement stérile obtenu par une hotte a flux
laminaire horizontal : cette technique consiste a propulser de 1’air stérile vers les vitro
plantes. Les conditions stériles sont primordiales a obtenir afin qu’aucun champignon ou
bactérie ne vienne coloniser les milieux de culture, tres favorables a leur prolifération, sous
peine de nécrose de I’explant (CARBONNEAU et al., 2007).

2.4.2. Lumiere et photopériode

La lumiére est un facteur déterminant pour la culture in vitro des plantes, elle a une
grande influence de par la durée d’exposition (photopériode).la longueur de jour affecte la
vigueur et le développement des proliférations et la croissance des cals, (HUSSEY et al.,
1981)

Cette derniére pourrait aussi contribuer a la formation des cals (BRIGGS, 1964), en
général, le début de croissance nécessite une faible intensité lumineuse (500a 1000 lux)
avec 12 a 16 heures de photopériodes. Lorsqu’il s’agit de préparer la plantule au rempotage

en serre, il apparait souvent préférable d’augmenter ’intensité de 1’éclairement (par

exemple 10000 lux) (MARGARA, 1989).
2.4. 3. Température

La température des chambres a culture et constante de I'ordre de 22 a 25 °C

(MARGARA, 1989).
2.4.4. Régulateurs de croissance

Les régulateurs naturels de croissances des végétaux, appelés souvent hormones de
croissance, se répartissent actuellement en cing groupes : auxines, cytokinines
gibbérellines, acides abscissiques, éthylenes (MARGARA, 1989).

Les facteurs de croissance suivants les auxines (AlA, AlIB, AIP) et les cytokinines (la
kinétine et la benzylamenopurine) sont des régulateurs de croissance indispensables au bon

démarrage et a I’entretien des cultures de tissus végétaux in vitro (MAZLIAK, 1999).

Les cytokinines y sont impliquées en augmentant le nombre de cellules ; ceci fait en
fonction de 1’équilibre auxines /cytokinines qui détermine 1’organogenése (MARGARA,

1989).

.



2.4.4.1. Auxine :
L’auxine le plus connue est I’acide indol-acétique (AlA).

Le terme d'auxines a ensuite été élargi a un ensemble de substances qui possedent des

propriétés physiologiques voisines et une conformation chimique apparentée
2.4.4.2. Cytokinine

Environ 200 cytokinines ont été identifiées et isolées. Leur formule est a base
d’adénine substituée : au lieu du H du groupement amine en position 6 on retrouve un autre
groupement. De plus, beaucoup de cytokinines sont sous forme conjuguée : dans ce cas, il
s'agit le plus souvent de glycosides (MARGARA, 1989).

2.4.4.3. Gibbérellines

Le terme gibbérelline désigne l'acide gibbérellique (GA3) et bien d'autres substances
(on connait plus de 110 gibbérellines différentes). Ce sont cependant des di terpenes,
possedant toutes un noyau énantiomere du gibbérelane (AUGE, 1992).
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Notre étude a éteé réalisée au niveau du laboratoire central, service culture in vitro de
I’Institut  Technique de 1’ Arboriculture Fruitiére et de la Vigne (ITAFV) situ¢ a Tessala El
Merdja, Birtouta (Alger), durant la période allant de mars a septembre 2017.

Ce travail vise la régénération in vitro de la vigne autochtone Vitis vinifera L.

L’objectif de notre travail est de déterminer 1’effet du génotype et de la balance
hormonale sur I’induction de la callogénése in vitro des explants a partir de fragments de
feuilles et de pétioles cultivés sur un milieu de culture MURASHING et SKOOG, (1962)
additionné a une cytokinine (BAP : benzyl adénine (6 benzyl aminopurine) et a deux

auxines (ANA : Acide naphtaléne acétique et (NOA : Acide 1 naphtalhoxyacétique).

1. Matériel végétal utilisé
Tout le mateériel végétal utilisé au cours de notre expérimentation est représenté par
des feuilles et des pétioles (Figure 6) de deux cépages autochtones :
e AMELAL (AL)
e BOUANI (BN)
Les échantillons ont été récoltés tot le matin dans la ferme de démonstration de
Teghenif de la wilaya de Mascara, durant le mois de Mai.

D’autres échantillons ont été prélevés de la serre d’élevage du laboratoire central de

I’ITAF.

Figure 6 : Echantillons du cépage AMELAL (A : Pétioles, B : Feuilles)

Pour les deux cépages (AMELAL et BOUANI), le préléevement des tiges herbacées
pourvus d’explants de feuilles et de pétioles ont été effectués sur le méme pied.

Aprés recolte, les tiges herbacées sont mises dans des sachets en plastique
transparents, identifiées (nom du cépage, la rangee et le pied) étiqueté, transportés dans une

glaciére.




Au laboratoire, les échantillons ont été conservés au réfrigérateur a une température

de 4°C durant toute la période de travail.
2. Préparation du milieu de culture
2.1. Préparation des solutions meres

2.1.1. Solutions-méres de macroéléments (x10) et Microéléments (x100)

»  Verser approximativement 1litre d’eau distillée dans un bécher.

»  Peser et dissoudre chacun des sels indiqués dans des petits béchers avec de I’H20
distillée.

»  Transférer les solutions dans un flacon et compléter a 1 litre avec de 1’eau distillée.

> ldentifier le flacon puis le ranger au réfrigérateur.

2.1.2. Solutions-méres de Fer (MS) (x100)

»  Verser 500 ml d’eau distillée dans un bécher de 1L

»  Peser1.3mg FeSO; et la diluer dans un peu d’eau distillée.

>  Peser 1.8 mg de Naz EDTA, et diluer dans un peu d’eau distillée.

»  Meélanger les deux solutions des deux produits et ajuster jusqu’a 500 ml avec de H2O
distillée.

»  Transférer la solution dans un flacon fumé, identifier puis le ranger au réfrigérateur.
2.1.4. Solutions-meres de vitamines (MS) (x100)

»  Verser approximativement 100 ml d’eau distillée dans un bécher.

»  Peser et dissoudre chacune des vitamines indiquées.

»  Transférer la solution a flacon volumétrique et compléter & 100 ml avec de I’H20
distillée.

»  Verser dans des tubes a vise a raison de10 ml de cette solution.

> Ranger au réfrigérateur et identifié.
La myo-inositol est additionnée au moment de la préparation de milieu de culture

2.1.5. Solutions-méres des réqulateurs de croissance :

Ces composés, contrairement aux éléments nutritifs et aux vitamines, ne sont pas
solubles dans I’eau. Ils doivent donc étre préalablement solubilisés dans un solvant

approprié.

.



Si la quantité désirée est inférieure a 2 mg, il est conseillé pour plus de précision de

procéder a la préparation d’une solution mére.

Ainsi, on peut concentrer 10, 100 & 1000 fois le composé requis dans un volume de 100

ml.

Peser 50 mg de regulateur de croissance 50 mg et le dissoudre dans quelques gouttes
du solvant approprie.

Etendre avec un peu d’eau, vérifier 1’état de dissolution et ajouter un peu de solvant
au besoin.

Transférer la solution dans un bécher et compléter a 50 ml avec de 1’eau (v/v).

Compléter au volume prévu dans un flacon volumétrique avec H2O distillée.

Transférer dans un flacon hermétique et I’identifier et le ranger au réfrigérateur a une
température de 4°C.

Distribuer la solution dans des eppendorfs a raison de 0,5 ml chacun et les conserver
au congélateur a -20°C pour une éventuelle utilisation.

Tableau 1 : Types de régulateurs de croissance utilisés

Régulateurs Solvants
2-4 D NaOH 1IN
1- Auxines AlA NaOH 1N
NOA NaOH 1N
ANA NaOH 1N

Adénine NaOH ou HCI

Adénine sulfate HCI 1N ou NaOH
BAP NaOH 1N
BA NaOH 1N
2- Cytokinines 2ip NaOH IN
Kinétine NaOH 1N
Thidiazuron DMSO

Zeatine NaOH 1IN

.



2.2. Préparation des milieux de culture

Afin de déterminer les conditions nutritives favorables a la croissance des explants,
ces derniers ont été mis dans le milieu de culture MS, riche en sels minéraux (tableau 2),
qui se répartissent en deux groupes,

Les macroéléments (N, P, K, S, Mg, Ca) et microéléments (Fe, B, Mn, Zn, Cu, N, Co,
Mo, 1). Dans tous les essais utilisés, la source énergétique de carbone est aparté par le le
saccharose utilisé a raison de 30 g/l. Ce milieu contient aussi les vitamines, chélates de fer,
additionné a des régulateurs de croissance. Le milieu est solidifi¢ par I’Agar Agar. Le pH

du milieu est ajusté a 5,7-5,8 soit par une solution acide (HCI) ou une solution de NaOH.

-




Tableau 2 : Composition de milieu MURASHINGE ET SKOOG (MS, 1962)

Constituants

Concentration finale (mg/l)

Macro-éléments (x 10)

NHsNO3 1650
KNOs3 1900
CaClz,2 H.0 440
MgSOg, 7 H20 370
KH2PO4 170
Micro-éléments (x 100)
MnS0O4.4 H20 22,3
ZnS04.7H20 8,6
HsBOs 6,2
Kl 0,83
NazMo004.2H20 0,25
CuS004.5H20 0,025
CoCl2.6H20 0,025
Chélates de Fer (x 100)
Na,EDTA 37,3
FeS04.7H.0 27,8
vitamines (x 100)
Glycine
Acide nicotinique 2,0
PyridoxineHCI 0,5
Thiamine HCI 0,5
0,1
Myo-inositol 100
Sucres (sucrose) 30
Agar 8




Le milieu de culture est additionné a 8 balances hormonales (MS0, MS1, MS 2, MS3,
MS4, MS5, MS6, MS7, MS8) (tableau 3). Le milieu dépourvu d’hormones (MSO0), est

considéré comme témoin.

Tableau 3 : Balance hormonale testé.

h Les BAP NOA ANA
hormones Mg/l Mg/l Mg /L
Les milieux

MSO0 0 0 0
MS1 1 1 /
MS2 1 2 /
MS3 2 1 /
MS4 2 2 /
MS5 1 / 1
MS6 1 / 2
MS7 2 / 1
MS8 2 / 2

Le milieu est préparé avec les volumes calculés a partir des concentrations des solutions
meéres de chaque constituant préalablement préparées et ce, selon le protocole suivant :

» Verser approximativement 500 ml d’eau dionisée dans un bécher.
» Prélever de chaque solution le volume de concentration calculée pour 1litre de milieu
de culture (macroéléments, microéléments, chélates de fer et vitamines).
> Peser le saccharose, la myo-inositol et ’agar agar et les dissoudre dans le mélange
des solutions meres.
» Compléter a 1litre avec de 1’eau distillée.

»  Ajuster le pH a froid a 5.7 £ 0.1 avec du HCI (0.1N) ou NaOH (0.1N) selon le besoin.




3. Préparation des sterilisants
3. 1.Solution de chlorure de mercure

La solution de I’hypochlorite de mercure est préparée a raison de 0.1g/l dans des
conditions de protection maximales parce que ce produit est tres toxique est cancérigene.
La manipulation se réalise donc sous une hotte chimique avec I’utilisation de gants et de
masques.

Ont pesé la quantité utilisée de produit a dissoudre dans un volume d’eau distillée
stérile et compléter le jusqu'a llitre. Agiter la solution pendant 10 minutes sur un agitateur
avec l’utilisation d’un barreau magnétique.

3.2 .Solution de ’hypochlorite de sodium

Dans une éprouvette graduée, prélever un volume de la solution de I’hypochlorite
de sodium a 15% et ajuster avec deux volumes d’H20O distillée stérile pour obtenir une
concentration de 5%.
4. Moyens d’asepsie

La technique de culture in vitro exige beaucoup de soin afin d’éviter tout type de
contaminations et pour des cultures en conditions d’asepsie.
Avant de démarrer le processus de travail, la hotte a flux laminaire horizontal est
désinfectée avec de 1’alcool a 70° tout en mettant la mise en marche des rayons ultra-
violets pendant 15mn au minimum pour limiter les sources de contamination de I’air
(bactéries et champignons).Les icones et les eppendorfs ont été préalablement stérilisés a
I’autoclave a 120°C pendant 20 mn. La solution des hormones est stérilisée a partir des

filtres stérilisants de 0.2 um (filtres NALGEN), en utilisant des seringues stériles).

Le milieu de culture est stérilisé a 1’autoclave a 120°C et une pression d’1 bar
pendant 20 minutes, versé sous hotte sous conditions totalement stériles dans des boites de
Pétri stériles a raison de 20 ml par boite puis scellées par la suite avec du parafilm et

conservées pour 1’utilisation.

Les instruments de travail de laboratoire (pinces, boites, manche a bistouri) et
consommable (verrerie, papier filtre) sont recouverts avec du papier aluminium, stérilisés a
sec dans une étuve a 200°C pendant 2 heures (Annexe 1).

4.1. Désinfection du matériel végetal

Au laboratoire, les tiges herbacées sont lavés abondamment avec de 1’eau courante,

ensuite, elles sont débarrassées de leurs feuilles, les pétioles a leur tour sont coupés des

feuilles et mis toutes les deux dans des bocaux en verre. Elles ensuite lavées a 1’eau
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courante  additionnée de 2 gouttes de détergent + 1ml d’hypochlorite de sodium 3 fois
durant 5 minutes chacune. Puis ces explants sont trempés dans de ’eau distillée stérile
pendant 20 minutes pour éliminer les traces des produits qui  peuvent altérer les tissus du
vegétal.
4.2. Stérilisation du matériel végétal
Avant chaque manipulation, la surface de travail de la hotte doit étre désinfectée
d’abord avec de I’hypochlorite de sodium a 12%, puis avec de I’éthanol a 70%.
L’ultraviolet est allumé 15 minutes puis, le flux de désinfection et le stérilisateur a billes
doivent étre allumés 30 minutes avant toute manipulation de stérilisation du matériel
végétal. Au cours des manipulations, les instruments sont plongés dans de 1’alcool a 96°C,
bralés a la flamme du bec bunsen puis, stérilisés au stérilisateur a billes pendant quelques
secondes
Le matériel vegétal (feuilles et pétioles) est stérilisé selon la méthode classique, qui
consiste a un trempage rapide dans de I’éthanol a 70%, trempage dans le stérilisant
additionné de deux gouttes de tween enfin, au ringage a I’H20 distillée stérile. Deux
stérilisants ont été utilisés dans notre travail & savoir I’hypochlorite de sodium et le
chlorure de mercure, dans le premier cas les explants ont été rincés trois fois pendants 5mn
chacune, alors que pour le deuxieme, ils ont été rincés cinq fois avec la méme durée pour
chacune.
La stérilisation a été effectuée dans des conditions aseptiques, elle est réalisée sous hotte a
flux laminaire horizontal. La stérilisation des explants est faite selon plusieurs essais afin de
retenir la plus appropriée a notre matériel végétal et pour obtenir les meilleurs résultats :
1-Trempage dans I’alcool 70%, et trempage dans I’hypochlorite de sodium a 3% pondons 20 min
additionné de quelque gouttes de Tween a différentes concentrations (2 gouttes par 100ml) et
additionné le ringage a I’eau distillé stérile 5 fois pondons 15min.
2-pour le 2°™ essai nous avons éliminé le Trempage dans 1’alcool 70%, et nous avons changé
le trempage dans 1’hypochlorite de sodium a 7% par Trempage dans chlorure de mercure
0.3% pondons 15min additionné de quelque gouttes de Tween, en modifiants la durée de
trempages des explants dans la solution stérilisante.
3-pour le 3*Messai nous avons augmenté la concentration de chlorure de mercure a 0,5%
pondons 15 minutes et additionné de quelque gouttes de Tween a différentes concentrations (2

gouttes par 100ml) additionné le ringage a 1’eau distillé stérile 5 fois pondons 15min.
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Tableau 4 : Essais de désinfection du matériel végeétal

-Ringage a

15min.

I’eau

distillé stérile 5 fois /

stérile 5 fois /

15 min.

chlorure de
mercure 0.3% /
20min

- Ringage a I’eau
distillé stérile 5

fois / 15 min.

1% Essai 2°™¢ Essai 3*M Essal 4°M° Essali

- Trempage dans - Trempage -Lavage des -Trempage dans
I’alcool a 70° / dans chlorure de explants a chlorure de
quelque secondes mercure 0.3% / hysacryllaurylé mercure 0.5% /
- Trempage dans 15min une fois /5 min. 15min

I’hypochlorite de - Ringage a -Ringage a I’eau

_ ) - Trempage dans o _

sodium & 3% / 20min I’eau distillé distillé stérile 5

fois / 15 min.

5. Mise en culture des explants

Une fois les explants stérilisés, ils sont séchés sur papier filtre avant leur mise en
place dans leurs milieux appropriés. Les feuilles et les pétioles sont manipulés dans des
boites en verre stériles. Les feuilles sont coupées longitudinalement en portions sous forme

de petits carrés (Figure 7 : A) et de rectangle. Les pétioles sont coupés longitudinalement

en deux parties symétriques puis fragmentés en petits segments (Figure 7 : B).

Figure 7 : Mise en culture des explants (A

: Feuilles, B : Pétioles)




Les explants sont repiqués de maniere que la coupe soit en contact du milieu, dans
des boites de Pétri contenant le milieu MS additionné de 9 balances hormonales (M1, M2,
M3, M4, M5, M6, M7, M8) a raison de 10 explants par boite, soit 2 répétitions pour
chaque traitement. Le milieu dépourvu d’hormones (MO) est considéré comme témoin,

soit un total de 240 traitements.

Pour tous les essais réealisés, les boites de Pétri ont été placées dans une chambre
de culture suivant un dispositif completement aléatoire.

La croissance des cultures a été réalise sous les conditions controlées, une
photopériode de 16 de lumiere et 8 heures d’obscurité¢), une température de 25 + 2°C, et
une intensité lumineuse de 2000 lux fournie par des lampes fluorescentes blanches.

Les observations ont été faites au début chaque 3 jour depuis la mise en culture
pour détecter les contaminations et les brunissements. Le taux d’induction des cals et
I’intensité de prolifération des cals ont été évalués aprés quatre semaines de culture. Les
résultats finaux ont été relevés aprés 3 mois.

6. Parametres étudies

Au cours de nos essais, nous avons évalué les parameétres suivants :

» Taux de contamination exprime en pourcentage (%).

» Taux de brunissement exprimé en pourcentage (%).

» Taux d’explants présentant des cals (%).
>

Aspect qualitatif des cals (la nature, la taille et la couleur).
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1. Désinfection des explants

1.1 Explants prélevés du champ

techniques de culture in vitro particulierement chez les especes ligneuses. Dans notre

expérimentation, nous avons utilisés deux sortes de prélevement 1’un a partir de champ et

I’autre a partir la serre.

Tableau 5.

Tableau 5 : Désinfection des explants prélevés du champ

La mise en culture des tissus végétaux est I’une des étapes les plus difficiles dans les

Les résultats de la désinfection des explants prélevés du champ sont illustrés dans le

Paramétre

Essais

Méthode de

désinfection

Taux de brunissement

AL

BN

Taux de contamination

AL

BN

1% Essai

Trempage dans
I’alcool a 70°
(quelques
secondes)

- Trempage dans
NaClO a 3% (20
min)

- Ringage a H20
stérile 5 fois
(15min).

26%

26%

82%

60.5%

2°M€ Essaj

Trempage dans
HgClz & 0.3%
(15min)

- Rincage a H20
distillée stérile 5
fois (15 min).

15%

14%

70%

50%




L’effet de la désinfection des explants prise directement du champs dans les différents
essais testés nous a permis déduire que pour la désinfection a base d’hypochlorite de
sodium( NaClO2) a 7% pendant 15min aprés trempage a 1’alcool 70° pendant 1min a
donné un taux de contamination total de 82% et ce pour le cépage AMELLAL et 60,5%
pour le cépage BOUANI.

Ces reésultats sont similaires a celui BOCCON-GIBOD (1989), I'utilisation de
I’hypochlorite de calcium est plus efficace, car il ne pénetre pas dans les tissus,
contrairement a 1’hypochlorite de sodium ou les ions de sodium peuvent dans certains cas
géner la croissance, d’ou le brunissement et la contamination des tissus mise en culture in
vitro. Ces résultats n’est pas similaire de AISSANI, KHETTOU (2016), qui eux ont
obtenus un taux de contamination total de 26.19% et un taux de brunissement de 47.61%
avec la désinfection par 7% hypochlorite de sodium.

Pour le brunissement des explants, nous avons constaté un faible pourcentage (26%) et
ceux pour les deux cépages testés, ce résultat n’est pas similaire a celui de BENIN, (1988)
qui confirme est que la vigne est parmi les especes ayant dans leurs tissus des quantités
importantes des produits phénoliques de type ortho phénols et les tannins. Aussi ce résultat

peut étre expliqué par des explants qui proviennent de champs.

.



1.2. Explants préleves de la serre

Les résultats des échantillons prélevés de la serre et fragmentés pour étre désinfections sont

reportés dans le tableau 6.

Tableau 6 : Désinfection des explants préleves du la serre.

Paramétre | Méthode de Taux de Brunissement Taux de contamination
s Essais | désinfection AL BN AL BN
Trempage dans 1’alcool
a 70° (quelques
secondes)
1*"Essai |-  Trempage dans 46% 48% 45% 55%
NaClO a 3% (20min)
- Ringage a H2O stérile
5 fois (15min).
Trempage dans Hgcl,
2¢Me Essai a0.5% (15min). 16% 3% 18% 14%
- Ringage a aH20
distillé stérile 5 fois (15
min).

La désinfection de ces explants par le chlorure de mercure Hg Cl. seul a 5% pendant15min, nous a

permis de réduire le taux de contamination a 16% et le taux de brunissement de 8% pour les deux

cépages.

Suite a ces résultats, nous avons opté pour 1’utilisation du HgCl, a 5% pour desinfecter nos

explants provenant de la serre, cette désinfection a été également utilisée par KLUNGER

(1984) sur un matériel issu de serre

2. Mise en culture des explants prélevés du champ

2.1. Cépage AMELLAL

.




Les résultats de contamination (figure 9) sont enregistrés aprés 8 jours de la mise en
culture des feuilles et des pétioles dans les huit milieux de cultures a base de
MURASHIGE et SKOOG (1962)

2.1.1. Taux de contamination

N 100% 82%
5 &  80%
— © 0,
g2 % 43% >3
% § 40%
= 0o o
S a 20% 3%
o C
o 0% mps
3o ’ semaine 1 semaine2 semaine 3 semaineﬁ P
x
(3“ g feuilles 3% 82% 43% 53%
8 a
o W pétioles 73% 77% 62% 47%

Figure 8 : Taux de contamination du cépage

Nous avons enregistré un taux élevé de contamination pour des échantillons feuilles et les pétioles de
cépage AMELLAL, respectivement 55,45% et 64,75%, ce qui nous a permis de conclure que le
chlorure de mercure a une efficacité certaine pour élimination des contaminations. Ces résultats

corroborent avec ceux de RUGINI (1984) et MARGARA (1989), le taux de contamination est lié a la
durée des cultures qui est longue au minimum 30 jours, et les milieux sont relativement riches et trés
favorables au développement des bactéries et des champignons dont la croissance bien plus rapide que

celle du tissu végétal, aboutit a I’envahissement de la culture.

Pour la majorité des contaminations observées, nous avons constaté le développement d’un
voile d’aspect laiteux de couleur blanchatre, il s’agit bien de la contamination bactérienne.

2.1.2. Taux de brunissement

Un faible taux de nécrose est observé pour le cépage AMELLAL, nous avons
enregistré 14% pour les feuilles et 26% pour les pétioles. D’aprés MARGARA (1989), le
brunissent de 1’explant est di a la sécrétion des composés phénoliques qui provoquent une

inhibition de la croissance.
2.2. Cépage BOUANI

Pour le cépage BOUANI, nous avons enregistré un taux differe de contamination et

de brunissement par rapport le cépage AMELLAL.




2.2.1. Taux de contamination
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Figure 9 : Taux de contamination du cépage BOUANI

D’aprés les résultats de contamination illustrés dans la figure 10, nous avons
enregistré un taux faible de contamination pour les feuilles (41,75%), par contre pour les
pétioles ce taux est plus élevé 81,75%.

2 .2. 2. Taux de brunissement

Nous avons enregistré un taux de brunissement de 11% pour les feuilles et 0% pour les
pétioles pour le cépage BOUANI.

3. Mise en culture des explants prélevés de la serre

Du moment que les résultats des explants prélevés du champ ont donné un taux élevé de
contamination, nous avons donc opté a prélever les échantillons uniquement de la serre.

Les plantules sont en pleine végétation avec tiges herbacees.
3.1. Cépage AMELLAL

Les résultats des contaminations et du brunissement sont illustrés dans le tableau 7.




Tableau 7 : Contaminations et brunissement des feuilles et des pétioles.

Parameétres Nombre des Taux de Taux de
echantillons Brunissement Contamination
MS0 10 0 0
MS1 20 0 0
MS2 20 4 0
MS3 20 2 0
MS4 20 0 11
MS5 20 3 3
MS6 20 0 3
MS7 20 0 0
MS8 20 0 0

Les résultats enregistrés dans le tableau 7, montrent que le taux de contamination est
de 10% avec un taux de brunissement de 5.29 %.Les résultats sont montrent que probant
car le taux de contamination et de brunissement sont tres faibles par rapport a ceux obtenus
au champ. Ce faible taux peut étre di a ’efficacité de produit de désinfection utilisé

chlorure de mercure ou la dose adéquate pour cet essai est de 0,59 /L (MARGARA ,1989).

3.2. Cépage BOUANI

3.2.1. Taux de contamination

taux de contamination

exprimé par pourcentage

100% 80%
X
semaine 1
H feuilles 6%
M pétioles 80%

75%

semaine 2
12%
75%

82%

80%

60%

40% .

20% 6% 12% 10% 15%
0%

semaine 3
10%
82%

90%

Iemps

semaine 4

15%
90%

Figure 10 : Taux de contamination du cépage BOUANI préleveé de la serre.




Pour le taux de contamination du cépage BOUANI prélevé de la serre nous avons

enregistré un faible pourcentage au niveau des feuilles avec 10,65% par contre pour les
pétioles le taux de contamination est plus élevé avec 81 ,71%.

3.2.2. Taux de brunissement

Nous avons enregistré un taux faible de brunissement pour le cépage BOUANI de 7%

4 . Taux (%) de callogénes pour les deux cépages

L’aptitude a la callogénése dépend de ’origine de I’explant mis en culture donc la

callogenése est déferent d’un cépage a une autre

Les résultats de callogenése sont illustres dans le tableau suivant :

Tableau 8 : Taux d’explants callogénes de deux cépages

Taux des explants Taux des explants
. callogenes callogenes (cépage
Période
) BOUANI)
(cépage AMELLAL)
1°" semaine 0% 0%
2°M*semaine 40% 12%
3EMesemaine 27% 55%
4°Msemaine 45% 53%

Figure 11 : Cals produits par les pétioles du cépage AMELLAL (Milieu MS).




5. Aspect qualitatif des cals

L’aspect qualitatif des cals regroupant ainsi la nature, la taille et la couleur des cals
varie selon le traitement hormonal .Le meilleur aspect du cal embryogéne est obtenu avec
I’hormone BAP et qui est représenté par des cals de gros calibre, ils sont friables et
blanchatres. Les traitements hormonaux (ANA+BAP) ont donné des cals de treés petite
taille par rapport a ceux formés avec les autres hormones .Aussi, ils ont une couleur
presque jaune a brunétre. Selon (PIATTI, 1988), les cals mis a I’abri de la lumiére sont
généralement de couleur beige a jaune, de texture friable a consistance molle,

caractéristiques morphologiques des cals embryogenése (Figure 12 et 13).

Figure 12 :Cals repiqués sur le milieu MS observeés apres 20jours sous loupe
binoculaire (Cépage AMALLAL A et B : Pétioles, C : Feuilles)

Figure 13:Cals repiqués sur le milieu MS observés apres 20 jours sous loupe
binoculaire (Cépage BOUANI A et B : Pétioles, C : Feuilles).




Discussion

L’effet de la désinfection a base d’hypochlorite de sodium a 7% pendant 15min aprés trempage
a I’alcool 70° pendant 1min , montre un taux de contamination total (82%) Pour AMELLAL et
(60,5%) pour BOUANI, par contre, nous avons constaté un faible pourcentage de brunissement
(26%) et ceux pour les deux cépages testés. Ces résultats sont similaires a celui BOCCON-
GIBOD (1989), I'utilisation de I’hypochlorite de sodium ou les ions de sodium peuvent dans
certains cas géner la croissance, d’ou le brunissement et la contamination des tissus mise en

culture in vitro.

Pour la désinfection de matériel végétale par chlorure de mercure, Nous avons enregistré
un taux de brunissement de 14%pour les feuilles et 26% pour les pétioles. Ce faible taux
peut étre di a I’efficacit¢ de produit de désinfection utilisé (chlorure de mercure) et
utilisation d’une doses adéquate (0,5g /L) effectivement MARGARA (1989), le brunissent
de I’explant est di a la sécrétion des composés phénoliques qui provoquent une inhibition

de la croissance

L’initiation a la callogenése a été observée chez les feuilles des deux cépages apres
deux semaines de culture, contrairement aux pétioles qui a présenté une callogénése faible

anulle.

Effectivement, MARTIN (1980) a signalé qu’un milieu favorable a une espéce ne
convient pas forcément a une autre méme tres voisine, a ’intérieur d’'une méme espéce il
peut y’avoir également des différences considérables de réponses entre les variétés.
Cependant plusieurs auteurs mentionnent que seulement certains génotypes paraissent
posséder la capacité d’induire une embryogénese somatique. Cette capacité, chez beaucoup
d’espéces peut étre génotypiquement contrélée (GEORGE ET SHERRINGTON, 1984),
(BROWN, 1988).

L’aptitude a la callogénese dépend de I’origine de I’explant mis en culture (ZRYD et
al., 1989).

Nous avons enregistré un taux de callogénése de 45 % pour les feuilles et 1% pour
les pétioles pour le cépage AMELLAL, par contre pour le cépage BOUANI., nous avons
obtenu 53 % pour les feuilles et3 % pour les pétioles. En effet, GROSSER et
GMITTER (1909), mentionnent que les auxines sont généralement utilisées pour stimuler

I’induction des cals embryogénéses.
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Nous avons enregistré aussi un taux elevé pour les milieux de MURASHING et
SKOOG qui contient la BAP+I’ANA soit (MS5, MS6, MS7) pour le cépage AMELLAL
et (M3, M4, M5) pour le cépage BOUANI. Ces résultats confirment ceux obtenus par
AUGE et al., (1989) que la BAP est une cytokinine qui favorise la division cellulaire.

De méme RAHAMAN et al., 1996. Ont mis en évidence le role de la BAP sur 1’induction
des cals pour plusieurs espéces du genre Citrus.

Le pourcentage de callogénése différe d’un cépage a un autre et la réussite de
processus callogénese est lié aux type de phytohormones utilisées dans le milieu de culture,
a leurs balances et leurs combinassions (MARGARA, 1996). Nos résultats corroborent
avec ceux de GAJ, 2004 qui ont constaté que le choix des hormones de croissance
détermine deux phénomeénes, la capacité de réponse des explants et leur réaction
morphogénique, et généralement 1I’embryogénese somatique est induite avec la présence
des auxines seules ou en combinaison avec les cytokinines.

Aucune callogénése n’a été observée avec le traitement sans hormones (témoin),
Effectivement OUKARA, 2007 a obtenu le méme résultat pour la variété du pistachier de

|’atlas.

-



Conclusion

Dans le cadre des travaux de recherche de I’ITAF sur la production et la régénération

de plantes par micro propagation, nous avons entrepris notre expérimentation.

Cet essai a été réalisé pour I’obtention de vitro plants de deux cépages autochtones de

vigne (AMELLAL et BOUANI) afin de les régénérer et de les multiplier par la suite.

Au cours de notre expérimentation, nous avons été confronté aux problémes de la
contamination, dans des essais répétés nous ont permis de retenir la méthode de
désinfection la plus appropriée en faisant un trempage des explants dans le chlorure de

mercure & une concentration de 0.5mg pendant 15 minutes.

Au terme de notre étude nous pouvons déduire que la durée du déclenchement de la

callogenése apreés la mise en culture des explants differe d’un cépage a un autre.

La durée maximale est enregistrée apres 10 jours de mise en culture dans le milieu
MURASHING et SKOOG (1962).pour le cépage BOUANI en utilisant la cytokinine
BAP additionnée a I’auxine ANA.

Le traitement a la cytokinine BAP additionné avec 1’auxine ANA a induit la
callogenése des deux cépages étudiés, le meilleur taux des explants ayant formés des cals

était données par ce traitement.

Ainsi, le taux le plus important est obtenu avec les milieux MS5 (BAP 1mg+ ANA
1mg), MS6 (BAP 1mg+ ANA 2mg), MS7 (BAP 2mg+ ANA 1mg) et les plus faibles taux
sont obtenus par les milieux MS1 (BAP 1mg+NOA 1mg), MS2 (BAP 1mg+NOA 2mg) .

PERSPECTIVES

Il est nécessaire de tester d’autres milieux de culture pour connaitre quel serait le
milieu de d’expression de la callogenése induite ainsi de micro propagation le plus
approprié pour les explants des cépages AMELLAL et BOUANI.

L’utilisation d’autres combinaisons et concentrations s’aveérent nécessaires. Au terme de
notre travail de recherche nous pouvons conclure que la technique de micro propagation in
vitro semble prometteuse et ouvre de nouvelles voies dans le domaine biologique et
agricole.

Afin de preserver et conserver les cépages autochtones, il est souhaitable de

confirmer et poursuivre les travaux déja entrepris.

.
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