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RESUME

La vigne représente l'un des fruits les plus importants sur le plan économique et
historique. La production de plants exempts de virus revét une importance cruciale pour
controler les maladies virales. La collection de Vassal, située dans le domaine de Vassal,
illustre la vaste biodiversité de la vigne. Cependant, en raison de I'élévation du niveau de
la mer et de la salinisation des sols, un projet de transfert vers Pech Rouge est en cours.
Avant le transfert, il est nécessaire de les assainir. Afin de garantir la préservation de la
diversité génétiqgue de la vigne et de faciliter son exportation, ce projet propose de
comparer deux méthodes d'assainissement contre les virus : la chimiothérapie et la
cryothérapie. Les méthodes de cryothérapie, selon le protocole de Vitrification, et de
chimiothérapie avec l'ajout d'acide salicylique dans le milieu de culture et de la zeatine
riboside (AS+ZR), et l'autre uniguement avec de la zeatine riboside (ZR), ont été mises
en ceuvre pour évaluer le taux d'assainissement vis-a-vis des virus Grapevine fleck virus
(GFkV) et Rupestris Stem Pitting (RSP). L'identification des virus a été réalisée en
utilisant de I'ARN total et la méthode rt-gPCR. En ce qui concerne le nombre de plantes
survivantes contaminées par le virus GFkV, le traitement avec AS+ZR a entrainé la survie
de 61 % des plantes, tandis que le traitement avec ZR a permis la survie de 83 % des
plantes. Le traitement avec AS+ZR a également permis d'obtenir un taux de 55 % de
plantes exemptes du virus GFkV, contre 70 % avec ZR seul. Une plante a été assainie
avec la méthode de chimiothérapie utilisant ZR pour le virus RSP. Pour la cryothérapie,
le taux de survie le plus élevé a été obtenu en utilisant une pré-culture avec AS+ZR et un
milieu de régénération contenant uniquement ZR. Pour le protocole de cryothérapie, on
a des résultats indéterminés en rt-gPCR en raison de contraintes dans la chambre de
culture. Les résultats indiquent que le traitement par chimiothérapie avec ZR et AS+ZR
se montre prometteur pour le virus GFkV.
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ABSTRACT

Title : Diversity of the response of grapevine accessions to two virus sanitation protocols:
cryotherapy and the effect of salicylic acid.

Grapevine is one of the most economically and historically significant fruit species
worldwide. Producing virus-free plants is crucial for controlling viral diseases. The Vassal
collection, currently located at the Vassal estate in Marseillan (Hérault), showcases the
extensive biodiversity of grapevines. However, due to rising sea levels and soil
salinization, a project is underway until 2032 to transfer this collection to another location,
Pech Rouge. Before the transfer, it is necessary to sanitize these plants. Therefore, to
ensure the preservation of grapevine genetic diversity and facilitate its exportation, this
internship project proposes to compare two virus sanitation methods: chemotherapy and
cryotherapy. Cryotherapy methods, following the Vitrification protocol, and
chemotherapy, involving the addition of salicylic acid to the culture medium, were
implemented to evaluate the sanitation rate against Grapevine fleck virus (GFkV) and
Rupestris Stem Pitting (RSP) viruses. Virus identification was performed using total RNA
and the rt-qPCR method. For the chemotherapy method, two culture media were used:
one with salicylic acid and zeatin riboside (AS+ZR), and the other with zeatin riboside
only (ZR). Regarding the number of surviving plants contaminated with the GFkV virus,
treatment with AS+ZR resulted in the survival of 61% of plants, while treatment with ZR
alone allowed 83% of plants to survive. Treatment with AS+ZR also achieved a rate of
55% of virus-free GFkV plants, compared to 70% with ZR alone. Only one plant was
sanitized using the chemotherapy method with ZR for the RSP virus. Concerning
cryotherapy, the highest survival rate was obtained using a pre-culture with AS+ZR and
a regeneration medium containing ZR only. However, virus-contaminated plants treated
with the cryotherapy protocol yielded indeterminate results in rt-gPCR due to constraints
in the culture chamber. The results indicate that chemotherapy treatment with ZR and
AS+ZR shows promise for the GFkV virus.

Key words

Vigne, Sanitation, Salicylic Acid, Cryotherapy.
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GLOSSAIRE

Microgreffage d'apex : le processus de prise d'un apex exempt de virus a partir d'une
plante infectée, suivi de son greffage in vitro sur un hypocotyle d'un plant issu de semis.

Chimiothérapie : une méthode qui utilise des substances antivirales.

Cryoconservation : une méthode qui permet le stockage de cellules vivantes, de

tissus et d'organes dans de l'azote liquide.

Cryothérapie : découle des protocoles de cryoconservation et vise a éliminer les virus

dans les plantes en utilisant des cultures de méristemes apicaux.

Variation somaclonale : se caractérise par la variation phénotypique observée aprés
la culture in vitro, qui peut étre causée par des variations génétiques ou étre due a des

effets épigénétiques.

Culture de méristeme : une méthode qui consiste a prélever le coeur d'un bourgeon
ou l'extrémité d'une racine ou se trouve le méristeme, une zone de cellules qui se

divisent activement pour assurer la croissance de la plante.

Thermothérapie : le traitement des plantes a des températures élevées pendant une

période prolongée.



SIGLES ET ACRONYMES

AS : Acide salicylique

ZR : Zeatine Riboside

MS : Murashige et Skoog

CP : Chee et Pool

LS : Loading Solution (solution de chargement)

US: Unloading solution (solution de rancage)

PVS 2 : Plant vitrification solution 2

GRSPaV : Grapevine rupestris stem pitting-associated virus
RSP : Rupestris Stem Pitting virus

GLRaV : Grapevine leafroll-associated virus

GFLV : Grapevine Fanleaf Virus

GFkV: Grapevine fleck virus

LN : azote liquide

RAPD : Marqueur de polymorphisme aléatoire amplifié

gPCR : PCR quantitative



INTRODUCTION

La vigne (genre Vitis) est l'un des fruits les plus importants sur le plan
économique et historique dans le monde entier. En 2021, la surface totale plantée en
vigne dans le monde est estimée a 7,3 millions d'hectares, englobant toutes les
plantations de vignes destinées a la production de vin, de jus, de raisins de table et de
raisins secs (OIV, 2022). Cultivé depuis I'Antiquité, le genre Vitis compte environ 80
especes et 5000 cultivars de Vitis vinifera disponibles dans le monde entier (This et
al., 2006).

La vigne est une plante propagée de maniere végétative, notamment par
bouturage et greffage. Cette méthode de propagation a entrainé la transmission de
virus de génération en génération, provoquant une accumulation de titres viraux due
a des événements de propagation. De plus, les boutures contaminées peuvent
transmettre le virus par greffage a l'autre partenaire de l'assemblage porte-
greffe/variété. Comme la vigne est une plante pérenne, elle a tendance a accumuler
les agents infectieux, causant des pertes économiques en raison de leurs effets
négatifs sur le rendement et la qualité (Bl et al., 2017).

En effet, la vigne peut étre infectée par plus de 80 entités virales différentes, qui
causent ou sont associées a des maladies économiquement dommageables (Martelli,
2017). Selon la réglementation européenne (Directive 1968/193/CEE), le matériel
sélectionné ne doit pas étre porteur de viroses telles que la maladie de I'enroulement
Grapevine leafroll-associated virus (GLRaV type 1 et 3), le court-noué provoqué par
les virus Grapevine Fanleaf Virus (GFLV) et Arabis Mosaic Virus (ArMV) et la marbrure
Grapevine fleck virus (GFkV), uniquement pour les porte-greffes.

La production de plantes exemptes de virus est cruciale pour controler les
maladies virales, importer de nouveaux cultivars d'autres pays, échanger des
matériaux de sélection entre pays ou régions, et préserver le germplasme végétal. Les
techniques in vitro sont considérées comme les approches les plus efficaces pour
assainir les plantes (WANG et al., 2018). Les méthodes standard pour obtenir des
plants de vigne exempts de virus comprennent la thermothérapie, la chimiothérapie,
la culture de méristeme et le micro-greffage d’apex, qui présentent différentes
efficacités d’assainissement en fonction du virus et du génotype de la plante (Annexe
1) (Nuzzo, 2022).
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La collection de Vassal est un exemple de la vaste biodiversité de la vigne, cette
collection compte plus de 8500 accessions provenant de 50 pays différents.
Actuellement, la collection est située dans le domaine de Vassal a Marseillan (Hérault)
sur le cordon littoral sableux indemne d’agents pathogenes tels que Phylloxéra et le
nématode Xiphinema index. Le domaine permet donc de cultiver la vigne franche de
pied et d'éviter le greffage. Cependant, en raison de I'élévation du niveau de la mer et
de la salinisation des sols, un projet est en cours jusqu'en 2032 pour la transférer a
Pech Rouge, protégeant ainsi cette diversité génétique, qui présente un fort potentiel
d'amélioration variétale pour la vigne. Selon Névine Kocher, cheffe du projet de
transfert, deux tiers des pieds portent des virus et avant de les réimplanter, il faut les
assainir, les débarrasser des virus et les regreffer, car I'assainissement et le greffage
sont rendus obligatoires du fait de I'implantation du matériel sur un sol non sableux.
Ainsi, pour garantir la préservation de la diversité génétique de la vigne et faciliter son
exportation, ce projet de stage propose de comparer deux méthodes d'assainissement
contre les virus : la chimiothérapie et la cryothérapie. En proposant des méthodes
d’assainissement efficaces, I'objectif est de faciliter la réimplantation de la vigne.

1. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1. Les méthodes d’assainissement

1.1.1. La migrogreffage d’apex

Actuellement, la méthode la plus couramment utilisée en France pour produire
des plantes exemptes de virus est le micro-greffage d'apex en combinaison avec la
thermothérapie. De nombreux clones certifiés diffusés en France ont été obtenus par
cette technique, qui a été confirmée comme étant efficace pour éliminer 7 virus
importants de la vigne (Spilmont et al., 2012). Cette approche implique la prise d'un
apex exempt de virus a partir d'une plante infectée, suivi de son greffage in vitro sur
un hypocotyle d'un plant issu de semis. Une étude menée par Miljani¢ et al (2022) a
obtenu des taux élevés d'élimination de 8 viroses et 2 viroides dans 6 cultivars de
vignes ; cependant, seuls 51 plants ont été régénérés a partir de 598 méristemes
microgreffés. Ces faibles taux de régénération peuvent étre attribués au fait que les
petits méristémes ont des taux de survie faibles et peuvent également étre liés au fait
gue l'isolement des méristemes et les techniques de microgreffage sont difficiles a

manipuler et nécessitent un haut niveau d'expertise ainsi qu'une manipulation rapide
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pour éviter le desséchement des explants et les probléemes d'oxydation (Miljanic et al.,
2022).

1.1.2. Lacryothérapie : méthode issue de la cryopréservation

La cryoconservation est une méthode qui permet le stockage des cellules
vivantes, de tissus et d'organes dans I'azote liquide et, lorsqu'ils sont conservés a de
telles températures, la division cellulaire et les processus métaboliques sont
interrompus et peuvent étre conservés théoriguement pour un temps indéfini (Wang
et al., 2014). La cryothérapie découle des protocoles de cryoconservation et vise a
éliminer les virus dans les plantes en utilisant des cultures de méristemes apicaux.
L'assainissement est réalisé lorsque I'exposition a lI'azote liquide a -196 °C élimine les
cellules plus agées et fortement vacuolisées qui portent l'infection, tandis que les
cellules méristématiques plus petites et hautement compactes, avec un rapport
noyau/cytoplasme élevé dans le méristeme apical, sont généralement exemptes de
virus et peuvent régénérer des plantes saines (Bhojwani et al., 2013). Par rapport a
d'autres méthodes d'éradication des virus, la cryothérapie présente des avantages tels
qgue la facilité de manipulation des méristémes, lI'absence de besoin d'équipements
spéciaux et colteux, ainsi que la capacité a traiter un grand nombre d'échantillons.
Néanmoins, elle nécessite la manipulation et le stockage d’azote liquide. La principale
limitation de la cryothérapie pour produire du matériel végétal exempt de virus réside

dans la réponse variable de chaque génotype aux traitements cryogéniques.

Plusieurs méthodes sont utilisées en cryothérapie, telles que I'encapsulation-
déshydratation, la vitrification, la vitrification en gouttes et I'encapsulation-vitrification.
Chaque protocole utilise des éléments pour éliminer I'eau des cellules, réduisant ainsi
les dommages causés par la formation de cristaux de glace (Kaczmarczyk et al.,
2012). Le protocole de cryothérapie utilisé pendant la période de stage était la
vitrification. Cette technique consiste a traiter des tissus avec un mélange concentré
de cryoprotecteurs puis a les refroidir dans de 'azote liquide. Cette méthode empéche
la nucléation de l'eau et la formation de cristaux de glace grace a la combinaison de
concentrations élevées de solutés intracellulaires et a un refroidissement rapide
(Bettoni et al., 2021). Cette méthode est largement utilisée pour la cryoconservation
grace a sa facilité d'utilisation, la reproductibilité et la grande variété d'espéces a
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structure tissulaire complexe (comme les méristemes et les embryons) qui ont été

soumises a cette procédure (Kaczmarczyk et al., 2012).
1.1.3. La chimiothérapie

La chimiothérapie est une méthode qui utilise des substances antivirales,
parfois combinées avec d'autres méthodes telles que la thermothérapie. Dans le cas
de la vigne, lI'un des produits les plus couramment utilisés en chimiothérapie est la
Ribavirine. Cependant, des études ont démontré que ces substances chimiques ont
un effet phytotoxique sur la croissance et le développement des plantes in vitro
(Panattoni et al., 2007). En réponse a cela, d'autres produits sont testés, tels que

I'acide salicylique.

L'utilisation de l'acide salicylique dans les études a augmenté en raison de son
effet sur 'augmentation du taux de régénération des plantes apres la cryothérapie
(Pathirana et al., 2016), ainsi que de son action antivirale. L'application exogéne
d'acide salicylique déclenche la mise en place de systémes antioxydants pour réduire
le stress oxydatif causé par les infections pathogenes, notamment les virus. La
biosynthése de l'acide salicylique est activée lorsque les effecteurs viraux sont
reconnus par les produits des genes R. Cette activation de l'interaction induit plusieurs
réponses pour inhiber la multiplication du virus sur le site d'infection (Dempsey et al.,
2011). Dans une étude, Kidulile et al. (2018) ont testé I'effet de I'acide salicylique
comme méthode d'élimination des begomovirus de la mosaique du manioc (CMBS).
Dans cet article, ils ont obtenu une élimination de 88,9 % des CMBs en utilisant une
concentration de 30 mg/L d'acide salicylique, mais seulement 18,8 % des plantes ont
survécu. lls ont observé que l'augmentation de la concentration antivirale réduisait le
pourcentage de survie des plantes. Le nombre de plantes régénérées a partir du
traitement a l'acide salicyligue a 10 mg/L était de 66,7 % et I'élimination du virus était
de 68,8 %. En ce qui concerne la vigne, aucune étude n'a été faite en utilisant l'acide

salicylique comme méthode d’assainissement.

1.2. Stabilité génétique

La variation somaclonale se caractérise par la variation phénotypique observée

apres la culture in vitro, qui peut étre causée par des variations génétiques, c’est-a-
13



dire, un changement de la séquence de ’ADN ; ou étre due a des effets épigénétiques,
ou il y a une variation de I'expression du géne due a la méthylation des bases sans
changer la séquence de 'ADN. La fréquence de variation somaclonale induite in vitro
est déterminée par plusieurs facteurs, tels que l'origine et la composition génétique de
I'explant, la durée de culture, I'ajout des régulateurs de croissance et le stress oxydatif
(Emaru et Rwotonen, 2021). Cependant, la variation de I'expression des genes peut
également étre liee a une infection virale. Par exemple, Cui et al. (2017) ont étudié
l'infection par GLRaV-3 comme le facteur déterminant dans l'augmentation de
I'accumulation d'anthocyanes en amplifiant les niveaux d'expression de deux genes
clés : UFGT et MYBAL. lIs ont utilisé le systeme de culture in vitro qui a fourni un
environnement stable pour étudier les effets d'une seule souche de virus et du stress
hydrique sur la teneur en anthocyanes et les niveaux d'expression des genes associés
dans les feuilles de vigne. lls ont constaté que I'impact du stress hydrique renforcait
encore l'accumulation d'anthocyanes dans les feuilles de vitroplants de vigne
'‘Cabernet Sauvignon' en association avec l'infection par GLRaV-3.

En ce qui concerne la cryothérapie, des études indiquent que le risque de
variation somaclonale lors d'une cryothérapie a court terme est minime. Cependant, il
est crucial de vérifier la stabilité génétique des plantes régénérées (Jiroutova et
Sedlak, 2020). Par exemple, une étude portant sur des boutures des cultivars
"Cabernet franc", "Chardonnay", "Fengh 51" et "LN3", cryoconservées par la méthode
d'encapsulation-déshydratation, n'a révélé aucune différence dans les schémas d'ADN
entre les plantules témoins et les plantules cryoconservées, utilisant un marqueur de
polymorphisme aléatoire amplifié (RAPD). Cependant, il convient de noter que les
marqueurs utilisés ne couvraient qu'une petite partie du génome, environ 0,004 a 0,06
% (Zhai et al., 2003).

1.3. Problematique et objectif du stage

Etant donné le potentiel du traitement a I'acide salicylique et de la cryothérapie
en tant que méthodes d’obtention de plants de vigne exempts de virus, le présent
travail vise a comparer ces deux techniques, seules ou en combinaison, en tant que
moyens d'assainissement et a proposer des méthodes de désinfection efficaces pour
faciliter 'obtention des plantes saines. De plus, cette recherche contribuera aux études

sur la cryothérapie et la cryoconservation des vignes, en particulier pour les vignes
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sauvages qui ont été peu étudiées dans ce contexte. De méme, l'utilisation de I'acide
salicyliqgue comme moyen d'assainissement, qui n'a jamais été testé sur la vigne, sera
explorée. L'objectif est donc de proposer des protocoles alternatifs pour I'obtention de
vignes saines, tant pour les espéces cultivées que pour les espéces sauvages, tout en

préservant la diversité génétique.

2. MATERIELS ET METHODES

2.1. Matériel utilisé

Comme indiqué dans I'annexe 2, 8 variétés différentes ont été récoltées a partir
de plantes préalablement infectées par le virus de la marbrure (Grapevine fleck virus
- GFkV) et le virus de la cannelure (Rupestris stem pitting - RSP). Les virus ont été
identifiés chez les plantes en utilisant la méthode rt-qPCR. Les microboutures ont été
prélevées dans une serre située au CIRAD — Montpellier, pour les plantes de vigne
sauvage, tandis que les plantes de Vitis vinifera proviennent de la collection de
germplasme de ['Institut National de la Recherche Agronomique (INRA) de Vassal en

France.
2.2. Preparation de plantes pour les méthodes d’assainissement utilisés

Aprés la récolte, les microboutures ont été extraites et cultivées dans deux
milieux de culture différents : 2 MS modifié (Murashige et Skoog 1962) et Chee & Pool
(1987). Les cultures ont été maintenues a 24 + 2°C sous un photopériode de 16 heures
de lumiére et 8 heures d'obscurité, avec une mélange de longueurs d’onde fournie par
des lampes a LED. Les plantes in vitro ont été conservées pendant un mois avant

d'étre utilisées pour des expériences de cryopréservation (Figure 1).
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Figure 1. Les étapes réalisées pour mettre en ceuvre la méthodologie. Les fleches bleues
correspondent au traitement "Standard", c'est-a-dire que les plantes infectées sont collectées, puis les
traitements sont placés dans un milieu de culture in vitro et, aprés leur croissance, ils sont multipliés en
microboutures avec AS. A partir de 13, le traitement suit le protocole prévu et commun a tous les
traitements : pré-culture (AS ou Témoin), protocole de cryothérapie, milieu de régénération (AS+ZR ou
ZR) et résultat d'assainissement. Le génotype OMTP945 et les variétés Isabelle et Israella ont suivi cette
séguence. Les fleches vertes correspondent aux expériences qui n'ont pas passé par les microboutures
dans les boites de Petri, c'est-a-dire que les apex ont été prélevés directement a partir du milieu de
culture in vitro et placés directement dans le milieu de pré-culture avec AS, puis le protocole a été
poursuivi. Les plantes de vigne Isabelle, Israella et Novo-Mexicana ont suivi cette procédure. La fleche
jaune correspond au traitement dans lequel les apex sont prélevés et passés directement a la pré-
culture, puis la méthodologie est poursuivie (fleches bleues). Les génotypes 68MTP2 et 2023MTPX ont
suivis cette procédure. CP: Chee et Pool. MS/2: ¥ Murashige et Skoog. As: Acide salicylique. ZR:
zeatine riboside.

2.3. Protocole de cryothérapie

La méthode de cryothérapie, obtenue a partir du protocole de vitrification, a été

mis en place comme le montre la figure 2.
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Figure 2. Les étapes réalisées pour mettre en ceuvre le protocole de cryothérapie — vitrification.

Les méristtmes apicaux ont été extraits a partir des plantes in vitro ou des
microboutures dans des boites de Petri et placés dans une autre boite de Petri avec
un milieu de pré-culture, pendant 3 jours sans lumiére. Apres les trois jours, les
explants ont été immergés dans la solution de chargement (LS) pendant 25 minutes a
température ambiante. Consécutivement, les explants ont été rincés dans les paniers
avec 5 ml de 2 Plant vitrification solution 2 (PVS2) glacée et laissés dans du %2 PVS2
frais pendant 30 minutes a 0°C, puis pendant 50 minutes a 0°C avec PVS2. Ensuite,
le panier a été directement plongé dans l'azote liquide. Aprés avoir passé au moins
une heure dans l'azote liquide, les échantillons ont été transférés dans la solution de
rincage préalablement chauffée a 40°C pendant 40 minutes. Les explants ont ensuite
été transférés sur des disques de cellulose stériles dans le milieu de récupération,
dans l'obscurité, pendant cing jours avant d'étre exposés a la lumiere. Le témoin a été

exposeé a toutes les solutions en séquence, a l'exception de 'azote liquide.
2.4. Chimiothérapie avec Acide salicylique (AS)

Les méristemes (apex et les ramifications latérales) préalablement infectés par
des virus ont été récoltés sur des plantes en pot, désinfectés et ont été mis sur ¥2 MS

avec deux milieux de culture différents : le traitement avec 1 pMol zeatine riboside +
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0.05 mM d’acide salicylique et le témoin avec seulement 1 uMol zeatine riboside. Les
explants ont été conserveés in vitro pendant 2-3 mois et aprés les feuilles ont été

récoltées pour vérifier le résultat d’assainissement.
2.5. Identification des virus

25 mg de feuilles ont été prélevés de chaque échantillon pour effectuer une
extraction totale d'ARN a l'aide du kit "Espectrum plant kit" de Sigma. Ensuite, les ARN
ont été analysés a l'aide des équipements SPARK et Fragment Analyser pour évaluer
la quantité et la qualité des ARN extraits. Pour l'identification des virus ARN GFkV et
RSP, les kits Sybr Green et Luna Universal Probe Biolabs ont été respectivement
utilisés, suivis d'une rt-qPCR réalisée avec I'équipement LightCycler96. Les amorces
et les programmes de la rt-gPCR utilisés aprés la désinfection sont répertoriés dans le
tableau supplémentaire 3.

En utilisant la rt-gPCR, pour déterminer si un échantillon est positif, il doit
présenter une courbe positive (exprimée en nombre de cycles PCR) et une forme de
courbe sigmoide (avec une pente > 0,5). Comme il n'y a pas de témoin de
guantification permettant de déterminer si un échantillon est positif ou non, certaines

courbes produisent des résultats indéterminés, comme indique I'annexe 3.

2.6. Analise Statistique

Les tests de proportions et le test t ont été utilisés avec un seuil d'erreur de 5%
dans le programme R Studio pour évaluer les différences entre les taux de réussite
des traitements par chimiothérapie et cryothérapie et le teaux d’assainissment par

chimiothérapie pour le virus GFkV.

3. RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. Variation Somaclonale

Comme l'objectif de ce travail est de réaliser la multiplication de clones exempts
de virus tout en maintenant leur identité génétique, le protocole utilisé ici vise a
minimiser les chances de survenue d'une variation somaclonale. En effet, les explants
ne subissent pas de processus susceptibles d'induire une variation génétique, tels que

l'utilisation de fortes doses d'hormones, la régénération a partir de cal ou une
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multiplication rapide. Ainsi, dans un premier temps, cela réduit les risques de variation
somaclonale. Cependant, comme mentionné précédemment, d'autres facteurs
peuvent entrainer des changements génétigues ou épigénétiques, qu'ils soient

préexistants, liés a I'environnement "in vitro" ou provoqués par l'infection virale.

Dans le cas pratique que nous envisageons, qui consiste a transférer les vignes
de Vassal afin de vérifier I'identité génétique des plantes exemptes de virus, I'une des
options serait d'utiliser des marqueurs moléculaires. Cependant, comme indiqué
précédemment, ces marqueurs ne couvrent qu'une partie du génome et ne permettent
pas de détecter completement d'éventuelles altérations du génome. Une autre option
serait le séquencage complet du génome, mais cela serait colteux et peu réalisable
pour toutes les explants ayant suivi le protocole d'assainissement. Ainsi, il reste la
possibilité de vérifier, apres avoir suivi le protocole d'assainissement, si les plantes
correspondent phénotypiquement et morphologiquement aux plantes d'origine.
Cependant, si des variations somaclonales sont observées phénotypiqguement, afin de
mieux comprendre les causes de la variation somaclonale, il est essentiel de réaliser
des tests pour déterminer les possibles causes des altérations génétiques et comment

minimiser cet impact.

3.2. Chimiothérapie avec AS + ZR

3.2.1. % de plantes survivantes

Comme le montre le tableau 1 et le graphique a barres (figure 3), les plantes
analysées dans le milieu de culture ZR ont présenté un taux de survie plus élevé que
les plantes du milieu avec AS+ZR. Cependant, il n'y a pas de différence
statistiqguement significative entre les taux de survie des traitements AS+ZR et ZR pour
les différentes variétés. Les tests de proportions et le test t n'ont pas révélé de

différences significatives dans les taux de réussite entre ces deux traitements.
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Tableau 1. Pourcentage des plantes survivantes en milieu de culture AS+ ZR ou ZR.

Plantes survivantes (%)
Espéce/Cultivar
ZR AS + ZR
68Mtp2 (12/12) (11/11)
100,00 100,00
Isabelle 91,67 50,00
(11/12) (6/12)
Israella 75,00 83,33
(9/12) (10/12)
Ive's seedling 66,67 33,33
(8/12) (4/12)
Novo-mexicana 75,00 41,67
(9/12) (5/12)
Total 83,33 61,01
(50/60) (36/59)

% Plantes survivantes par chemiothérapie

O sEMTF2

O Israella

— O Iszbelle

B |ve's seedling
B MNovo-mexicana

20 40 80 80 100

Proportion (%)

0
L

ZR AS+ZR

Cultivar

Figure 3. Proportion de plantes survivantes en pourcentage pour différentes cultivares dans le milieu
de culture avec AS+ZR ou ZR.

Il est important de noter que les différences entre les traitements et les variétés
ne sont pas statistiquement significatives, bien que certaines variétés montrent des

tendances a des taux de survie plus élevés que d'autres.
3.2.2. % de plantes assainis

Comme indiqué dans le graphique a barres (figure 4) et le tableau 2, les plantes

analysées dans le milieu de culture ZR ont présenté un taux d'assainissement plus
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élevé que les plantes du milieu avec AS+ZR pour le virus GFkV. Cependant, il n'y a
pas de différence statistiguement significative entre les taux d'assainissement des
traitements AS+ZR et ZR pour les différentes variétés. Les tests de proportions et le
test t n'ont pas révélé de différences significatives dans les proportions de succes entre

ces deux traitements.

Tableau 2. % de plantes assainis pour le virus GFKV dans le milieu de culture avec AS+ZR et ZR.

% Plantes assainis
Espéce/Cultivar
AS+ZR ZR
68MTP2 171) (1/1)
100% 100%
Israella (6/9) (3/3)
66,67% 100%
Isabelle (4/6) (3/3)
66,67% 100%
Ive's Seedling (0/4) (0/3)
0% 0%
Total (11/20) (7/10)
55% 70%

% Plantes assainis par chimiothérapie

100
|

Proportion (%)
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Figure 4. Pourcentage de plantes assainies par chimiothérapie pour le virus GFkV. Le graphique a
barres représente le pourcentage d'assainissement par cultivar dans les milieux de culture AS+ZR et
ZR.
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Comme le montre le tableau 3, pour le virus RSP, une seule plante a été
assainie avec le traitement utilisant ZR. Par conséquent, en raison du faible nombre
de plantes utilisées pour identifier la présence ou I'absence de virus dans les plantes
traitées, il est recommandé de répéter le test. Des études montrent que, pour le virus
GRSPaV, 50 % des plantes ont été assainies avec plus de 78 % de régénération en
utilisant la méthode de chimiothérapie (ribavirin a 25 ug mL—1) avec thermothérapie
(Hu et al.,, 2021), et 100 % des plantes ont été assainies par la méthode de

thermothérapie in vivo et la microgreffe in vitro (Miljanic et al., 2022).

Tableau 3. Nombre de plantes exemptes de virus (négatives), contaminées (positives) ou

indéterminées pour les plantes contaminées par le virus RSP, traitées avec : AS+ZR ou ZR.

Traitement Indéfini Positive Negative
AS + ZR (0/0) (10/10) (0/10)
ZR (0/0) (2/2) (1/3)

Méme les résultats ne montrant pas de différences statistiquement significatives
entre les traitements avec AS+ZR et ZR, l'utilisation d'acide salicylique dans le milieu
de culture peut entrainer la désinfection d'un apex. L'hypothese de la désinfection due
a la collecte du méristeme uniquement est écartée, car une microbouture a été utilisée,
c'est-a-dire deux entre-nceuds d'une plante contaminée. Cependant, des tests
supplémentaires doivent étre réalisés avec un plus grand nombre de plantes pour
vérifier I'efficacité de la méthode. De plus, la désinfection des plantes avec le milieu de
culture ZR s'est également révélée efficace. Des travaux récents ont révélé que les
cytokinines d'origine végétale renforcent I'immunité des plantes en conjonction avec la
signalisation de l'acide salicylique (SA). Ces études suggérent que I'accumulation de
cytokinines d'origine végétale conduit & une morphologie modifiée et a une résistance
a l'infection virale, au moins en partie, par I'intermédiaire de I'accumulation de SA (Choi
et.al., 2011).

Une étude de Babosha (2019) a analysé l'application de SA et de zéatine a
montré des résultats avec a la fois une augmentation significative et une diminution de
la susceptibilité des plantes. Dans cette étude, 100 uM de SA ont montré une forte
augmentation de la susceptibilité a 1 et 3 uM de zéatine par rapport aux données des
concentrations concomitantes de zéatine sans SA. Ces résultats (100 pM de SA et 1
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UM de zéatine) correspondent exactement a la quantité utilisée pour le milieu de
culture analysé, confirmant ainsi le travail antérieur selon lequel [l'activité

immunomodulatrice du SA peut dépendre de la régulation par la cytokinine.

De méme, Kidulile et al. (2018) ont testé I'effet de l'acide salicylique comme
meéthode d'élimination des begomovirus de la mosaique du manioc (CMBs). Le
nombre de plantes régénérées a partir du traitement a l'acide salicylique a 10 mg/L
était de 66,7 %, et I'élimination du virus était de 68,8 %. De maniere similaire a ce
travail, le pourcentage de plantes survivantes a été de 83,33 % et de plantes assainies
de 55 % pour le virus GFkV pour le traitement avec AS+ZR. Ainsi, la méthode de
chimiothérapie a présenté des résultats encourageants pour ce type de méthode
d'assainissement de la vigne, en utilisant a la fois AS+ZR ou ZR dans le milieu de
culture. Cependant, la méme efficacité n'a pas été observée pour le virus RSP. Si elle
se révele efficace, la méthode de chimiothérapie sera la meilleure en termes de codt,

de temps, de facilité de manipulation et de régénération.

3.3. Cryothérapie

Les figures 5 et 6 montrent la formation de tigelles sur des explants trois mois
apres avoir subi le traitement par cryothérapie. Sur la figure 6, la tigelle de la plante
aprés le processus de cryothérapie est présente dans le tube afin de pouvoir

poursuivre le développement de la plante.

Figure 5. Formation de tiges a partir des apex des plantes selon le protocole de cryothérapie, photos
prises le 18/07/2023. A gauche : Isabelle LN + (26/05). A droite : Novo-mexicana (26/06).
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Figure 6. Développement de tigelles a partir de I'apex aprés 3 mois de mise en place du protocole de
cryothérapie. De gauche a droite : boite de régénération avec les explants issus du traitement
cryogénique. La récupération des tigelles, une fois développées, dans des tubes avec un milieu de

culture.
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Figure 7. Taux de plantes survivantes selon le protocole de cryothérapie. % par rapport a chaque
cultivar et au milieu de pré-culture : AS ou témoin, ainsi qu'a la passage (LN +) ou non (LN -) dans
I'azote liquide. La couleur rouge représente le % de plantes survivantes ayant utilisé ZR dans le milieu
de régénération, tandis que la couleur bleue indique l'utilisation de AS+ZR.

Pour le test t a un échantillon, nous avons comparé les taux de survie des
plantes entre les traitements LN+ et LN- pour chaque cultivar. Les résultats montrent
qgue, pour chaque cultivar, il n'y a pas de différence statistiguement significative entre
les taux de survie des plantes dans les deux traitements. Les valeurs de p sont toutes
supérieures a 0,05, ce qui suggére que les taux des plantes survivantes dans les deux

traitements ne sont pas significativement différents.
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Comme observé dans la figure 7, la plupart des plantes survivantes sont celles
qui n'ont pas été soumises a l'azote liquide (LN-), ayant subi la pré-culture AS+ZR et
le milieu de régénération contenant uniquement ZR. Pour les plantes ayant été
exposées a l'azote liquide (LN+), elles ont été préalablement soumises a la pré-culture
AS+ZR avec un milieu de régénération contenant ZR uniquement. Pour les traitements
ayant utilisé AS+ZR dans le milieu de régénération, la combinaison de la pré-culture
témoin x LN+ x milieu de régénération AS+ZR a obtenu 1/26 plantes pour la cultivar
Isabelle, tandis que la combinaison de la pré-culture AS+ZR x LN+ x milieu de
régénération AS+ZR a obtenu 1/12 pour la cultivar Novo-mexicana. Ces résultats
confirment les travaux de Pathirana et al., (2016), selon lesquels I'utilisation de l'acide
salicylique dans le milieu de pré-culture augmente le taux de régénération des plantes
soumises a la méthode de cryothérapie.

Les tableaux 6 et 7 présentent le nombre de plantes contaminées (positives),
exemptes de virus (négatives) et indéterminées pour les virus GFkV et RSP
respectivement. Avec l'analyse par rt-qPCR, il n'a pas été possible de déterminer si
I'échantillon était effectivement contaminé ou non, soit parce qu'il présentait un cycle

PCR tres tardif, soit parce que la pente était également tres basse.

Tableau 6. Nombre de plantes contaminées (positives), assainies (négatives) ou présentant un statut

indéterminé pour le virus GFkV dans le témoin LN- et le traitement a I'azote liquide LN+.

Traitement | Indéfini | Positive | Négative
LN - (6/7) (0/7) (1/7)
LN + (14/14) | (0/14) (0/14)

Tableau 7. Nombre de plantes contaminées (positives), assainies (négatives) ou présentant un statut

indéterminé pour le virus RSP dans le témoin LN- et le traitement a l'azote liquide LN+.

Traitement | Indéfini | Positive | Négative

LN - 22) | (02) | (0/2)

LN + (3/4) | (1/4) (0/4)

Malheureusement, la plupart des résultats analysés par le traitement de

cryothérapie se sont révélés indéterminés, ne permettant pas de déterminer s'ils sont
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assainis ou non. Ce résultat est dd aux incidents survenus pendant la période de stage.
Apres que les explants ont subi le processus de cryothérapie, il faut attendre que les
explants forment des tigelles, et a partir de celles-ci, I'analyse est réalisée pour vérifier
la présence/absence de virus. Cependant, pendant la période d'attente, il y a eu une
panne dans la chambre de culture et la température est montée jusqu'a 38°C, ce qui
a entrainé la détérioration et la mort de certaines plantes. Les plantes qui ont été
extraites ont été sacrifiées pour vérifier leur état sanitaire, cependant, beaucoup
d'entre elles n‘avaient pas la taille nécessaire et étaient également endommagées en

raison de la haute température.

Malgré ces contraintes, le protocole de cryothérapie s'est révélé efficace pour
les virus GLRaV-3, avec un taux d'assainissement de 100% (Wen-Lu Bi et al., 2018),
GVA, avec un taux de 97+-3 (Wang et al., 2003), et GFLV, avec un taux de 77,8%
d'assainissement (Karkovic et al., 2015). De plus, cette méthode permet de désinfecter

un plus grand nombre de plantes en une seule fois, tout en étant plus simple.
CONCLUSION

Bien que la microgreffe d'apex soit une méthode efficace, de nombreux
problémes sont encore liés & la difficulté d'assainir un apex. A travers ce stage, nous
avons cherché a proposer une méthode alternative pour assainir des plantes
contaminées, ainsi qu'une méthode plus simple et rapide pour faciliter la
transplantation et l'assainissement des plantes de Vassal. Malgré des résultats non
concluants, le traitement par chimiothérapie avec ZR et AS+ZR s'est avéré prometteur
pour le virus GFKV. Cependant, d’autres tests devraient étre réalisés avec et sans ces
hormones dans le milieu de culture, en utilisant d'autres concentrations pour mieux
comprendre a quelle résultat I'assainissement est lié. De plus, la méthode de
cryothérapie se révele prometteuse car elle est plus simple que la microgreffe d'apex.
Cependant, davantage de tests devraient étre effectués, et les plantes devraient étre
analysées a un stade plus avancé pour éviter les faux positifs. Parmi ces méthodes,
la chimiothérapie s'est révélée la plus prometteuse pour I'assainissment de la vigne en
raison de sa facilité de manipulation, de sa rapidité et de son taux de régénération.

Cependant, la méme efficacité n'a pas été observée pour le virus RSP. Si elle se révele
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efficace, la méthode de chimiothérapie sera la meilleure en termes de co(t, de temps,

de facilité de manipulation et de régénération.
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Annexe 1: Liste des recherches rapportées de 2002 a 2022 sur les vignes utilisant différentes méthodes
d'assainissement.

Especification Matériel Virus Régéneration % % plantes Référence
assainis
Thérmothérapie
Thérmothérapie V. vinifera cv. GLRaV-3, GFLV 53-80 72-100 Valero et al., 2002
Napoleon (GLRaV-3) 100
(GFLV)
Thérmothérapie V. vinifera cv. GLRaVv 59.37 92.45 Maliogka et al., 2009
Mantilaria
Thérmothérapie V. vinifera cv. GRSPaV 59.37 39.62 Maliogka et al., 2009
Mantilaria
Thérmothérapie V. vinifera cv. GLRaVv 41.86 89.29 Maliogka et al., 2009
Prevezaniko
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Thérmothérapie V. vinifera cv. GRSPaV 41.86 92.85 Maliogka et al., 2009
Prevezaniko
In vivo Laski rizling, GRSPaV 0-25 100 Miljanic¢ et al., 2022
themothérapie et | Rebula, Zeleni,
In Vitro Malvazija,
microgreffage Refosk, Pokalca
In vivo Laski rizling, GPGV 0-25 100 Miljanic et al., 2022
themothérapie et | Rebula, Zeleni,
In Vitro Malvazija,
microgreffage Refosk, Pokalca
In vivo Pokalca GFLV 0-25 100 Miljanic et al., 2022

themothérapie et
In Vitro

microgreffage
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In Vitro

microgreffage

In vivo Refosk GLRaV-3 0-25 100 Miljanic¢ et al., 2022
themothérapie et
In Vitro
microgreffage
In vivo Laski rizling, GFkV 0-25 100 Miljanic¢ et al., 2022
themothérapie et | Rebula, Zeleni,
In Vitro Malvazija,
microgreffage Refosk
In vivo Laski rizling, GRVFV 0-25 100 Miljanic et al., 2022
themothérapie et | Rebula, Zeleni,
In Vitro Malvazija,
microgreffage Refosk, Pokalca
In vivo Laski rizling, GSyV-1 0-25 100 Miljanic et al., 2022
themothérapie et Malvazija
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In vivo Laski rizling RBDV 0-25 100 Miljanic¢ et al., 2022
themothérapie et
In Vitro
microgreffage
In vivo Laski rizling, HSVd 0-25 39.2 Miljanic¢ et al., 2022
themothérapie et | Rebula, Zeleni,
In Vitro Malvazija,
microgreffage Refosk, Pokalca
In vivo Laski rizling, GYSVd-1 0-25 42.6 Miljanic et al., 2022
themothérapie et | Rebula, Zeleni,
In Vitro Malvazija,
microgreffage Refosk, Pokalca
Meristéeme de
culture
Microgreffage NS GLRaV-1 37% 100 Spilmont et al., 2012
Microgreffage NS GLRaV-2 37% 100 Spilmont et al., 2012
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Microgreffage NS GLRaV-3 37% 100 Spilmont et al., 2012

Microgreffage NS ArMV / GFLV 37% 81 Spilmont et al., 2012

Microgreffage NS GVA 37% 96 Spilmont et al., 2012

Microgreffage NS GFkV 37% 100 Spilmont et al., 2012

meristéme de V. vinifera L. cv. GVA 75+-6 12 Wang et al., 2003
culture Bruti

Cryothérapie

vitrification en Chardonnay GFLV 30.7 77.8 Markovi¢ et al., 2015
goutte

vitrification en Cabernet GLRaV-3 41.6 100 Markovic¢ et al., 2015
goutte Sauvignon

encapsulation- V. vinifera cv. GVA 59 42 Bayati et al., 2011

déshydratation

Black
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Thermothérapie

vitrification en Vitis vinifera GLRaV-3 47 +- 6 100 Wen-Lu Bi et al., 2018
goutte “Chardonnay”
vitrification en V. vinifera x GLRaV-3 51+-5 100 Wen-Lu Bi et al., 2018
goutte Vitis labrusca
“Kyoho”
vitrification en Vitis GLRaV-3 43+-5 100 Wen-Lu Bi et al., 2018
goutte pseudoreticulata
“‘Hunan-1"
encapsulation- V. vinifera L. cv. GVA 62+-6 97+-3 Wang et al., 2003
déshydratation Bruti
Vitrification V. vinifera L. cv. GVA 50+-5 97+-3 Wang et al., 2003
Bruti
Chimiothérapie
ribavirin at 15 ug V. vinifera GFkV 68.1 100 Hu et al., 2021
mL-1 + cv.’87-1’
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ribavirin at 25 ug V. vinifera GFkV 78.7 100 Hu et al., 2021
mL-1 + cv.’87-1’
Thermothérapie
ribavirin at 15 ug V. vinifera GRSPaV 68.1 40 Hu et al., 2021
mL—1 + cv.’87-1’
Thermothérapie
ribavirin at 25 ug V. vinifera GRSPaV 78.7 50 Hu et al., 2021
mL—1 + cv.’87-1’
Thermothérapie
PVS2 Chardonnay GFLV 30.7 82.4 Markovic et al., 2015
PVS2 Cabernet GFLV 41.6 100 Markovi¢ et al., 2015
Sauvignon
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Annexe 2 : Les différentes especes de matériaux utilisés, leurs codes d'acces a Vassal et les virus présents.

Matériaux Code d’acces Virus
Vitis vinifera cv. Rocia 68Mtp2 GFkV et RSP
Vitis Vinifera 2023Mtpx GFkV et RSP
Vitis labrusca cv. Isabelle 6541 Mtp7 GFkV
Vitis labrusca cv. Israella 6593Mtp3 GFkV
Vitis labrusca cv. Ive's seedling 6594Mtp3 GFkV
Vitis longii cv. Novo-Mexicana 8210Mtp4 GFkV
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Annexe 3. Représentations de courbes pour I'identification d’assainissement pour les virus GFkV et RSP
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Figure supplémentaire 1. Représentation de la courbe positive pour le virus GFkV par la méthode de gPCR. Appareil LightCycler96.
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Figure supplémentaire 2. Représentation graphique des cycles de gPCR pour les échantillons indéterminés pour le virus GFkV. La premiere
courbe représente le cycle le plus précoce d'un échantillon positif (cycle 11,47), et la deuxiéme courbe représente la limite d'un cycle d'un

échantillon positif (cycle 21,32). A partir de la troisi@me courbe (& partir du cycle 22,69), les échantillons sont considérés comme indéterminés.
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Figure supplémentaire 3. Représentation graphique des résultats négatifs de la qPCR pour le virus GFkV. Application LightCycler96.

42



16.000

L 12.000
cC
B
T 8.000
(=)
T 4000
0.000 . .000
4.00 8.00 12.00 16.00 20.00 24.00 28.00 32.00 36.00  40.00 44.00

Cycle

Figure supplémentaire 4. Représentation graphique des cycles de gPCR pour les échantillons indéterminés du virus GFkV. La premiére courbe
représente le cycle le plus précoce d'un échantillon positif (cycle 11,47) et la deuxiéme courbe représente le seuil d'un cycle d'un échantillon positif

(cycle 21,32). A partir de la troisiéme courbe (& partir du cycle 22,69), les échantillons sont considérés comme indéterminés.
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Figure supplémentaire 5. Représentation graphique du résultat négatif de la qPCR de I'échantillon ZR1.3 pour le virus RSP. Application
LightCycler96.
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Annexe 4 : Amorces de virus utilisés pour la rt-gPCR

Programme
GFkV

10 min

1 min

10s
1 min
45 s

* MELTING
CURVE

55°C
95°C

95°C
50°C 40 cycles
72°C*

Programme RSP

10 min 55°C
1 min 95°C

10s 95°C
30s 54 °C |45 cycles
30s 72°C*

Amorces
GFkV

206pb

GFK-F1

TTCACCTCTTGGAAAGCC TG

GFK-R1

TAG TCATTG GCGAGG TGG AC

Amorces
RSP

423pb

RSP-F1

GTCATGGATGAAGGTGCAATA

RSP-R2

GGCGATATTAGCAACCATCTC
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Annexe 5. Les testes statistiques utilisés et les p-values pour chaque traitement

Traitement Test P-value
Plantes survivantes - chimiothérapie Pearson's Chi-squared test 0.7167
Paired t-test (AS+ZR et ZR) 0.08147
Test de proportion AS+ZR — Correction de Bonferroni 0.003145
Test de proportion ZR 0.1983
Plantes assainis — chimiothérapie Two Sample t-test 0.6283
Test de proportion AS+ZR et ZR 0.08841
Test de proportion ZR — Correction de Bonferroni 0.01857
Plantes survivantes — cryothérapie One sample t-test 0.3671
T — test pour chaque cultivar :Isabelle 0.7834
Israella 0.6094
OMTP945 0.1835
68MTP2 0.391
2023MTPX 0.391
Novo-mexicana 0.8238
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Annexe 6 : Les solutions et milieus de culture utilisés

1. Milieu de culture
1.1. Milieu de culture - cryothérapie
1.1.1. % MS (Murashige et Skoog 1962) : composé d'éléments minéraux a de
MS dilué a moitié (saufe le Fe EDTA 100%) avec les vitamines de Morel
(ImL par litre), 3% de saccharose, 0,5 uMoIAIB et 0,7% d'agar (Sigma) a
pH 5,8.

1.1.2. Millieu pour micro-tigelles Vigne (1L): composé d'éléments minéraux a
de MS dilué a moitié (saufe le Fe EDTA 100%) avec les vitamines de Morel
(ImL par litre), sucrose 0,3M, 6,59 de microagar et pH 5,8. Apres
'autoclavage, il est ajouté 1 yM de zeatine riboside et 0,1mM de acide
salicylique steriles.

1.2. Milieu de culture - chimiothérapie

1.2.1. Le témoin (1L) : ¥2 de formulation MS (sauf Fe EDTA 100 %), 1mL de
vitamines de Morel, 30g de saccharose, 6,5g de microagar et pH 5,8.
Apreés l'autoclavage, il est ajouté 1 uM de zeatine riboside sterile.

1.2.2. Milieu de culture AS Le témoin (1L) : utiliser la méme solution, mais
aditionner 0,1 mM de acide salicylique sterile par filtration de 0,45 um
apres l'autoclavage.

2. Milieu de pré-culture - cryothérapie
2.1.Milieu de pré-culture témoin : composé d'éléments minéraux a de MS dilué
a moitié (saufe le Fe EDTA 100%) avec les vitamines de Morel (1mL par
litre), 0,3 M de saccharose, gelrite 3g/L et le pH a 5,8.
2.2. Milieu de pré-culture AS: utiliser la méme solution que le témoin, mais
aprés l'autoclavage, aditionner 0,05 mM d’AS sterile par filtration de 0,45
Mm.
3. Solutions cryothérapie
3.1. Solution de charge (loading solution) : macro nutrients ¥2 MS, sucrose
0,4M, glycerol 2M et pH 5,8.
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3.2. Plant Vitrification Solution 2 (PVS2) : macro nutrients %2 MS, glycerol
(30%w/vol), etilene glicol (15% w/v), DMSO (15% w/v), sucrose 0,4M et pH
5,8.

3.3. Solution for PVS2 dilution: macro nutrients ¥2 MS, 0,4M sucrose et pH
5,8.

3.4. Solution de rancage (Unloading solution): macro nutrients ¥ MS,
saccharose 1,2M et pH 5,8.

. Milieu de régénération

4.1. Milieu de régéneration : composé d'éléments minéraux de MS dilué a
moitié (saufe le Fe EDTA 100%). Aprés I'autoclavage, il est ajouté 25 pMol
de zeatine riboside sterile par filtration de 0,45 pm.

4.2. Milieu de régénération AS : utiliser la méme solution que le témoin, mais

apres l'autoclavage, adicioner 0,05 mM d’AS sterile par filtration de 0,45 pm.
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Résumé

La vigne représente I'un des fruits les plus importants sur le plan économique et historique. La
production de plants exempts de virus revét une importance cruciale pour controler les
maladies virales. La collection de Vassal, située dans le domaine de Vassal, illustre la vaste
biodiversité de la vigne. Cependant, en raison de |'élévation du niveau de la mer et de la
salinisation des sols, un projet de transfert vers Pech Rouge est en cours. Avant le transfert, il
est nécessaire de les assainir. Afin de garantir la préservation de la diversité génétique de la
vigne et de faciliter son exportation, ce projet propose de comparer deux méthodes
d'assainissement contre les virus : la chimiothérapie et la cryothérapie. Les méthodes de
cryothérapie, selon le protocole de Vitrification, et de chimiothérapie avec l'ajout d'acide
salicyligue dans le milieu de culture et de la zeatine riboside (AS+ZR), et l'autre uniquement
avec de la zeatine riboside (ZR), ont été mises en ceuvre pour évaluer le taux d'assainissement
vis-a-vis des virus Grapevine fleck virus (GFkV) et Rupestris Stem Pitting (RSP). L'identification
des virus a été réalisée en utilisant de I'ARN total et la méthode rt-gPCR. En ce qui concerne
le nombre de plantes survivantes contaminées par le virus GFKV, le traitement avec AS+ZR a
entrainé la survie de 61 % des plantes, tandis que le traitement avec ZR a permis la survie de
83 % des plantes. Le traitement avec AS+ZR a également permis d'obtenir un taux de 55 %
de plantes exemptes du virus GFkV, contre 70 % avec ZR seul. Une plante a été assainie avec
la méthode de chimiothérapie utilisant ZR pour le virus RSP. Pour la cryothérapie, le taux de
survie le plus élevé a été obtenu en utilisant une pré-culture avec AS+ZR et un milieu de
régénération contenant uniguement ZR. Pour le protocole de cryothérapie, on a des résultats
indéterminés en rt-gPCR en raison de contraintes dans la chambre de culture. Les résultats
indiquent que le traitement par chimiothérapie avec ZR et AS+ZR se montre prometteur pour
le virus GFkV.
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