an ) Al jasall &y i 5l & ) sganl

République Algérienne Démocratique et Populaire

) Gl g el aaledll 350 5

Ministere de l'Enséignement Supérieuret de la Recherche Scientifique

i) Eal) (AaSEl Lisliiila ol )
Ecole Nationale Supérieure d’Agronomie(E.N.S.A.), El-Harrach, Alger

These

En vue de I’obtention du dipldme de DOCTORAT en Sciences
Agronomiques

Theme

Assainissement et Régénération des Plants d’ Agrumes par
I’Embryogenése Somatique a partir de la culture de
Stigmate et Style

Présentée par M*“Meziane Malika
Devant le jury :

Président : M"BOUZNED Z. Professeur ENSA - El Harrach (Alger)

Directeur de these : M'BOUDJENIBA M. Professeur ENS-Kouba (Alger)

Co-Directeur de these : M™ D’Onghia A.M. Responsable du secteur IPM. IAM de Bari. Italie
Examinatrice : M““BOUREGHDA H. Maitre de conférences« A »ENSA -El Harrach Alger)
Examinateur : M'SAADIA. ProfesseurUHB-Chlef

Examinateur : M SETTIB. Maitre de conférences« A » UHB-Chlef

Année : 2012/2013




Sanitation and Regeneration of Citrus Plants by Somatic Embryogenesis from

Stigma and Style culture
Abstract
somatic embryogenesis (SE) from Stigma and style in vitro culture is one of the efficient
methods in plant regeneration of most Citrus spp., without inducing somaclonal variations in
regenerants; it proved to be effective in the elimination of the main citrus virus and virus-like
diseases. This technique was applied on 35 genotypes of different Algerian citrus species
(Citrus sinensis (L.) Osbeck, C. limon (L.) Burm, C. reticulata Blanco, C.
paradisiMacfad, C. reshni Hort. ex Tan., C. jambhiri Lush, C. maxima (Burm.) Merrill.),
present in the national citrus germplasm collection Algeria . These genotypes, used as flowers
sources, were tested by serological, molecular and biological assays for assessing the presence
of the main virus and virus-like agents. All the genotypes showed to be infected by one or
more graft transmissible agents ( viroids, virus). Pistils were cultured in vitro for the
regeneration of somatic embryos. Callus was formed at the cut end of the styles in all tested
genotypes. Embryogenesis occurred 38 to 150 days after culture initiation . in vivo
acclimatization of regenerated plantlets was performed by grafting onto in vivo seedlings.
After sanitary assays, no virus, viroid and virus-like infection present in the mother plants,
was assessed in plants regenerated through SE . In order to verify the genetic stability of the
regenerants plants, fifteen regenerants were randomly selected from different genotypes and
evaluated for somaclonal variation using inter-simple sequence repeat ISSR analyses.

Keywords : Citrus, regeneration, sanitation, somatic embryogenesis, stigma, style ,
somaclonal variability

Assainissement et Régénération des Plants d’Agrumes par I’Embryogenése

Somatiquea partir de la culture de Stigmate et Style
Résumé
L’embryogenese somatique issue de la culture in vitro de style et stigmate est I'une des

méthodes les plus efficaces dans la régénération de la plupart des especes d’agrumes du genre
Citrus, sans 1’induction de la variation somaclonale. En outre, elle s'avere tres efficace dans
I’élimination des plus importantes maladies virales et de types virales affectant les agrumes.
Cette technique a été appliquée sur 35 génotypes de différentes especes de la collection
nationale des agrumes, ([Citrus sinensis (L.) Osbeck, C. limon (L.) Burm, C. reticulata
Blanco, C. paradisi Macfad, C. reshni Hort. ex Tan., C. jambhiri Lush et C. maxima (Burm.)

Merrill]). Les génotypes sources de fleurs, ont été testés pour la présence des principaux
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virus et virus similaires par 1'utilisation de techniques biologiques, sérologiques et
moléculaires. La plupart des génotypes ont été infectés principalement par des virus et
viroides. Des pistils ont été mis en culture in vitro pour I’obtention d’embryons somatiques.
Les cals se sont formées a la base du style. L’embryogénese survient 38 a 150 jours apres la
culture initiale. L’Acclimatation in vivo des plantules régénérées a été réalisée par un
greffage sur porte greffe. Apres 1’évaluation de 1’état sanitaire, aucun virus, viroide et virus
similaires présents dans les plants mere n’a été détecté dans les plants régénérés par
I’embryogénese somatique. Afin de vérifier la stabilité génétique des plantes régénérées, une
quinzaine de régénérants ont été choisis au hasard parmi différents génotypes pour
I’évaluation de la variation somaclonale par 1’analyse d’empreintes génétiques ISSR (inter-
simple sequence repeat).

Mots clés : Citrus , régénération, assainissement, embryogénese somatique, stigmate, style ,

variation Somaclonale
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Introduction générale

Parmi toutes les cultures arboricoles et leur importance socio-économique dans le
monde, 1'agrumiculture constitue 1'un des principaux secteurs de 1'économie internationale.
Elle constitue par son tonnage 1I’une des trois premieres productions fruitieres mondiales
devant les groupes des bananes et du raisin (Loeillet, 2008).Les besoins des populations en ce

produit ne cessent de croitre a cause de sa valeur nutritionnelle.

Plusieurs études épidémiologiques ont démontré que la consommation des agrumes
serait reliée a la prévention de certaines maladies cancéreuses du tube digestif et des maladies
cardiovasculaires due a l'effet de plusieurs composants tels que la vitamine C, les

caroténoides, les flavonoides et les limonoides (Dhuique-Mayer, 2007).

Les superficies agrumicoles ont atteint une superficie de 8,6 millions d’hectares (FAO,
2008). Ces superficies ont connu une progression continue dans les 140 pays producteurs a
travers le monde, 70% de ces derniers sont localisés dans 1'hémisphere nord dont 20 % dans la

région méditerranéenne.

Selon LebdiGrissa(2010), la production des agrumes comprend 62 MT d’oranges
(Navel, Maltaises, Sanguines, Valencia late...), 22 MT de petits fruits (Satsumas,
Clémentines, Mandarines, Wiking...), 12 MT de limons (Citrons, Limes) et 12 MT de
pamplemousses. Dans la région méditerranéenne, 16 a 17 MT sont produites par les 12 pays

membres du Comité de Liaison des Agrumes Méditerranéens (CLAM).

L’ Algérie détient une collection variétale composée de 256 variétés d’agrumes, ce qui

représente un patrimoine génétique inestimable (Larbi et al., 2009).

Le verger agrumicole algérien se localise essentiellement dans les plaines irrigables en
raison de son exigence en eau et en qualité de sol (Karboa, 2001). Il s'étend sur une superficie

de 64 154 ha dont 50 873 ha en rapport (MADR, 2011).

Cependant, ce patrimoine arboricole a connu une réduction de son potentiel productif
suite a la détérioration de son état physiologique et phytosanitaire diie essentiellement au
vieillissement des arbres, au manque de sélection variétale et clonale et a I'emploi de matériel
végétal non sélectionné atteint de maladies a virus et/ou de type viral. Effectivement plusieurs

maladies liées aux virus et aux virus similaires ont été signalées en Algérie par Bove(1995).



Selon Karboa (2001), plusieurs maladies de dégénérescence transmissibles par greffage
ont été détectées dans les vergers algériens tels que le stubborn (Spiroplasma citri) et
I'exocortis (CEVd). A cela s'ajoutent les psoroses (CPsV), la Tristeza (CTV) et la gommose
parasitaire (Phytophthora citrophthora et Phytophthora parasitica). Pour faire face a ces
problémes, la prévention parl’utilisation d’'un matériel de propagation sain est 1'unique

méthode de lutte contre ces maladies.

Plusieurs programmes de plantation et rénovation des vergers agrumicoles ont été
lancés en Algérie depuis 2001. Ils sont basés essentiellement sur I'assainissement,
I'amélioration et la multiplication des plants d'agrumes sélectionnés et indemnes de maladies a

virus, a viroides et a phytoplasmes.

Des techniques conventionnelles classiques (semis, marcottage, bouturage et greffage)
et les techniques de culture in vitro, dont la plus ancienne est la culture du nucelle, sont
employées pour assainir et produire des plants d’agrumes en grande quantité. Mais toutes ces
techniques présentent des inconvénients tels que la difficulté dans 1'assainissement de certains

génotypes infectés et 1'étalement du stade de juvénilité.

Selon Navarro et al. (1993), la thermothérapie permet 1’éradication des maladies et
I’obtention des plants d’agrumes sains avec absence de caracteres juvéniles.
Malheureusement, cette thérapie s’avere inefficace dans 1’élimination des agents pathogenes
thermorésistants (viroides, Spiroplasma citri). Bien au contraire, la réplication de ces derniers

est favorisée par les hautes températures (Mink et al., 1998).

Avant 1975, ’embryogénie nucellaire était la seule méthode utilisée pour produire et
assainir les agrumes. Cependant, suite au probleme associé a cette technologie tel que
I’induction des caracteres de juvénilité et la régénération des variants (Navarro et al., 1985),
le micro greffage in vitroest apparu comme une technique idéale pour la multiplication des

agrumes et tres efficace dans I’éradicationdes pathogenes transmissibles par le greffage.

Cependant, 1’éradication du virus de la psorose écailleuse a partir des plants d’agrumes
infectés, semble difficile par la technique du micro-greffage d’apex uniquement (60%
d’éradication). L’€limination du CPsV implique I’association du micro-greffage a la

thermothérapie (Carvalho et al., 2002)

La technique de I’embryogenese somatique intégrée dans les programmes de
régénération des plants d’agrumes apparait comme un outil puissant puisqu’elle permet de

régénérer des taux tres élevés de plants indemnes de maladies (Ollitaul, 1992).



N

L'embryogenese somatique particulierement celle obtenue a partir de la culture de
stigmate et de style a été mise au point par Carimiet al. (1994). Cette technique a permis de
régénérer des plants d'agrumes sains et génétiquement identiques a la plante mere (D'Onghiaet
al., 2000a). C’est une voie de régénération tres efficace dans 1'élimination des maladies de

dégénérescence. Méme le potentiel productif des plants produits devient considérable.

Caruso et al. (2000) ont rapporté que l'embryogenese somatique peut Etre utilisée
comme une méthode alternative a la culture du nucelle et au micro-greffage d’apex pour
I’assainissement des agrumes. Elle permet 1’obtention des plants génétiquement identiques

(true-to-type) (Quashie et Koukou, 2009; Cassells et al., 2000)

Compte tenu des avantages qu’offre la technique de 1'embryogenese somatique via style
et stigmate dans la régénération et 1’assainissement des agrumes, nous avons décidé de la
tester sur différents génotypes de la collection nationale des agrumes maintenus au niveau de

I'ITAFV Alger.

Dans une premiere partie de notre étude, nous nous sommes intéressé a 1’évaluation de
I’état phytosanitaire de tous les génotypes (autochtones et importés) testés par cette technique
et ce par l'utilisation des différentes méthodes de diagnostics (biologique, sérologique et

moléculaire) au niveau du laboratoire d’IPM de I’IAM de Bari en Italie.

Dans une seconde partie, ’ensemble des génotypes étudiés ont été régénérés par
I’application pour la premicre fois et dans des conditions algériennes la technique de
I'embryogenese somatique via la culture de style et stigmates in vitro au niveau de laboratoire

des cultures in vitro de 'ITAFV Alger.

La dernicre partic de notre travail est consacrée a 1’évaluation du niveau
d’assainissement des plantules régénérées a partir des génotypes infectés ainsi qu’a

I’évaluation de la conformité génétique de quelques régénérants.

La réussite de cette entreprise contribuera sirement a la préservation et a la valorisation
de notre patrimoine agrumicole. L’intégration de la technique de I'embryogenése somatique a
partir du style et du stigmatedans les programmes d'assainissement et de certification des
agrumes en Algériepermettra la production d’un matériel de propagation indemne et

préformant dont I’utilisation contribuera a la relance de I’agrumiculture en Algérie.
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Chapitre I : Généralités sur les agrumes
I.1. Origine géographique et dispersion

Les agrumes sont originaire du sud-est de 1'Asie, bien que leur culture a probablement
commencé en Chine (Pefia er al., 2007).SelonPraloron (1971), la détermination du centre
d’origine des agrumes se complique du fait que I’hybridation naturelle interspécifique et
intergénérique est tres fréquente dans ce groupe et crée des especes que Tanaka appelle
éléments secondaires qui se reproduisent par semis. Avec le rayonnement des civilisations
chinoises au cours du premier millénaire avant notre ere, la culture des agrumes commence a
se propager dans les pays avoisinants: sud du Japon et archipel de Malaisie.

D’apres une carte de diffusion des agrumes de Praloron (1971),la zone méditerranéenne

eme

n’a connu cette culture qu’au 77 siecle avant notre ere. Les cédratiers sont les premiers
agrumes cultivés sous le nom de pomme de Médie. Mais ce n’est qu’aux alentours de 1’an
1400, bien apres le voyage de Marco Polo en Chine en 1287, que les Portugais introduisirent

I’oranger en méditerranée.

Du bassin méditerranéen, les agrumes se sont répandus dans le monde par trois voies :
les Arabes assurent leur diffusion sur la cote Est d’ Afrique jusqu’au Mozambique, Christophe

Colomb les importe a Haiti en 1493 et les Anglo-Hollandais les introduisent au Cap en 1654.

Actuellement, les agrumes occupent la premiere place des productions fruitieres dans le
monde avec 120 millions de tonnes et une superficie de 8.6 millions d’hectares (FAO, 2008).
Elle constitue, par son tonnage, 1'un des principaux secteurs de 1'économie internationale..
L’essentiel de la production est concentré dans le nord de I’hémisphere. Le bassin
méditerranéen représente a lui seul 20% de la production avec un producteur majeur qui est

I’Espagne.

Le groupe des agrumes est tres hétérogene. Le cédratier «C.medica» fut la premiere
espece connue en Europe. Le bigaradier «C.aurantium» le citronnier «C.limon» et I'oranger
«C.sinensis» n'ont été introduits dans le bassin méditerranéen que vers la moitié du Xlle

siecle, et le mandarinier «C.reticulata» au XIXe siecle.

En volume de production, les oranges sont le premier groupe variétal avec plus de 60%
des volumes, suivies par les petits agrumes avec environ (22%) des volumes produits. Les

citrons/limes et les pomelos arrivent respectivement en troisieme (12%) et quatriéme position
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(4%) de la production mondiale. Les agrumes qualifiés d'exotiques «cédrat, kumquat, etc» ne

représentent qu'une infime partie de I'offre mondiale (Loeillet, 2008)

Aussi, Germana (2005) rapporte que les especes d’agrumes les plus commercialisées
sont les oranges Citrus sinensis L. Osbeck et les mandarines C. unshiu Marc., C. nobilis
Lour., C. deliciosa Ten, C. reticulata et leurs hybrides représentant 80% des vergers
agrumicoles a travers le monde suivie par les citrons C. limon L. Burm.., limes C.
aurantifolia Christm. Swing. et le Pomélo C. paradisi Macf. Le taux de production et

consommation de ces trois dernieres especes est presque égal.

D'autres especes, comme les oranges aigres «C. aurantium L.», les cédratiers «C.
medica L.» et les bergamotes «C. bergamia Risso et Poit.» sont d'une importance relative
dans certaines régions. En outre, quelques hybrides commerciaux sont utilis€és comme porte
greffes : tels que le citrange (Citrus sinensis X Poncirus trifoliata), le citrumelos (C. paradis
X Poncirus trifoliata), les tangelos (Citrus paradisi X Citrus reticulata) et tangor (Citrus
reticulata X Citrus sinensis) ainsi que les variétés hybrides de mandariniers (Pefa et al.,

2007).
I.2. Classification des agrumes

Swingle (1948) fait remarquer que de nombreux genres, plus ou moins voisins de ceux
composants les agrumes, ont une grande importance non seulement en matiere de phylogénie
de ces plantes mais encore comme source de matériel végétal possédant des caracteres
intéressants comme la résistance ou 1’adaptation aux conditions de milieu (Praloron, 1971).
L’aptitude particulierement développée chez les agrumes a s’hybrider avec de nombreuses
especes des genres proches et a se greffer sur elles, confere a ces dernieres un intérét certain

pour les études d’amélioration du matériel végétal.

La classification systématique des agrumes est qualifiée de complexe et des divergences
se manifestent entre les opinions de Swingle (1948), Tanaka (1954), Chapot (1955), Hume
(1957) et Hodgson (1967). Cependant, selon Praloron (1971), quoi qu’il en soit de ces
divergences la classification de Swingle (Figure 1) est la plus utilisée. Ce méme auteur
rapporte que dans la famille des Rutaceae, tribu des Citreae, sous-tribu des Citrinae et, a
I’intérieur de celle-ci on distingue trois groupes a fruits primitifs, a fruits proches des
agrumes et a fruits d’agrumes vrais. Ce dernier englobe trois genres: Poncirus, Fortunella et

Citrus.
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D’apres Sadok (1983), les caracteres distinctifs des plantes appartenant a la famille des
Rutaceae résident dans la structure tres singuliere de leur fruits qu’on qualifie d’hespéridés,
de leurs androcées fréquemment polyadelphes, de leur nombreux carpelles multi-ovulés,

concrescents par toute la région ovarienne et de leurs graines exalbuminées.

Citrus

Figure 1: Position taxonomique des agrumes (Swingle, 1948).
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I.3. Caractere botanique du genre Cifrus Linn.

Swingle (1948), décrit les caracteres distinctifs généraux du genre Citrus. Ce sont des
petits arbres dont les jeunes rameaux sont cylindriques et épineux mais leurs branches agées
sont fréquemment inermes. Les feuilles sont persistantes, minces et non coriaces avec des
veines principales peu nombreuses. Le pétiole plus ou moins ailé est articulé avec le limbe

sauf dans le cas de I’espece C. medica.

Les fleurs sont solitaires ou en petites grappes corymbiformes, parfaites ou males par
avortement plus ou moins du pistil, calice a 4 ou 5 sépales, le nombre d’étamines est
généralement quatre fois supérieur a celui des pétales et parfois 6 a 10 fois plus nombreux.
L’ovaire est plus globuleux et bien distinct du style mince, ou tronqué,fusiforme ou
subcylindrique passant progressivement a un style d’épaisseur voisine a celle de la partie
supérieure de I’ovaire. Le style se termine brusquement en un stigmate subglobuleux ou en

sphere aplatie.

Le fruit est formé de segments contenants des graines placées dans I’angle intérieur.
Les segments sont entourés d’un endocarpe blanc a I’extérieur duquel se trouve une écorce a

trés nombreuses glandes a essence, devenant jaune ou orange a maturité.

Les especes et variétés commerciales biens connues des agrumiculteurs appartiennent

a ce genre sont décrits comme suit (Sadok, 1983):

1) L’oranger (Citrus sinensis (L.) Osbeck)

Plus de 1000 variétés sont recensées mais les plus cultivées sont classées en: Orange
blonde «Washington Navel, Hamline, Salutiana, Valencia Late, Shamouti, etc...», Orange

demi sanguine (la Maltaise demi sanguine ou Portugaise, la Double Fine , etc...)

2)Le mandarinier (Citrus reticulata Blanco)

Parmi les variétés de cette espece on retiendra les «Tangerines» et la «Clémentine». Les
taxonomistes modernes ont €rigé au rang d’espece Citrus clemetinia. Les opinions sont
partagées a propos de son origine. Selon Praloran (1971), Trabut et Rebour pensent qu’elle est
née en Algérie d’un croisement de mandarinier commun avec le bigaradier Granito, tandis
que Webber(1943), Tanaka (1954) et Chapot (1963) estiment qu’elle est de souche orientale

apparentée au mandarinier Canton.
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3) Le citronnier (Citrus limon L. Burn)

Le citronnier est un arbre vigoureux qui atteint une grande taille quand il est cultivé
sous des conditions de milieu qui lui sont favorables. Les fleurs teintées de pourpre et
groupees en bouquets, sont remontantes et de grande taille. Un certain pourcentage d’entre
elles sont males en raison de 1’avortement du pistil. Le citronnier craint le froid mais aussi les
températures trop €levées. Les variétés les plus courantes sont : Eureka ou quatre saisons et

Lisbon.
4) Le bigaradier (Citrus aurantuim L.)

Vulgairement appelé orange amere, le bigaradier est le plus résistant au froid, I’exces
d’eau et a la gommose de phytophthora. Principalement pour ces qualités, il a été le plus
important et le populaire des porte-greffes jusqu’a 1’apparition de la Tristeza (Praloran,

1971).
5) Le pomelo (Citrus paradisi Macfayden)

Grapefruit en anglais, c’est la seule espece qui ne soit pas originaire du Sud-Est
asiatique car elle est apparue aux Antilles. Elle provient d’une mutation de bourgeon ou d’une

hybridation du pamplemousse (Praloran, 1971).
6) Le pamplemoussier (Citrus maxima ou Citrus grandis L. Osbeck)

Bien que formant deux especes différentes, le pamplemoussier et le pomelo sont assez
étroitement apparentés et plusieurs auteurs considerent que le pomelo n’est qu’une sous

espece ou une variété botanique de Citrus grandis.
7) Le Cédratier (Citrus medica L.)

Les fruits de cette espece sont habituellement de tres grande taille et de forme oblongue
terminée par un mamelon. Les pépins sont monoembryonnés. Le cédratier est la seule espece
d’agrumes qui se multiplie par bouturage (Praloran, 1971). Les variétés les plus connues sont

le Cédrat de Corse et le Cédrat diamante.
8) Le limetier (Citrus aurantifolia Swingle)

Les fruits tres petits de couleur jaune verdatre sont de forme sphérique a ovale et se
terminent par un court mamelon. Ils présentent une peau lisse trés mince a coriace et la pulpe
juteuse. Les variétés les plus connues sont la Lime mexicaine appelée citron vert ou lime a

petits fruits et la lime a gros fruits dont le type est la variété Bears.
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L4. L’agrumiculture en Algérie
1.4.1. Historique

L’introduction de I’oranger en Algérie est ancienne sans qu’il soit possible de la dater
avec précision mais le développement de sa plantation caractérise essentiellement 1’époque
coloniale (Mutin, 1969). Trabut (1905) a affirmé que 1’étude de nombreux semis d’orangers
et mandariniers réalisés en Algérie lui a permis de distinguer déja un certain nombre de races
locales ou de métis tres dignes d’€tre conservés tels que I’orange treés précoce de Kabylie,

I’orange de Blida, I’orange de Toudja etc...

Le mandarinier comme espece a été introduite par Hardy en 1850 (Trabut et Mares,

1906), et de bonnes variétés ont pu €tre fixées ensuite par greffage (INRA, 2006).

Au début du siecle une nouvelle espece qui connaitra le succes, le clémentinier, issu
d’une hybridation entre un Mandarinier et un Bigaradier «Granito» a été trouvé, elle doit son
nom au frere Clément (INRA, 2006). Cette espece a été découverte et mise au point en 1902 a

Messerghin pres d’Oran (Mutin, 1969).

Un grand nombre de variétés autochtones de citronniers a été signalé par Trabut
(1908), Rebour (1945) et Wagneur (1973). Ce dernier a rapporté I’existence de certaines
variétés comme FEureka, Villafranca et Vernia. Selon Masker (1987), les citronniers
représentent 2% du verger agrumicole en Algérie. Loussert (1989) mentionne que les
principales variétés cultivées en Méditerranée sont: Eureka, Lisbonne, Verne et Femminello
Ovale. Plusieurs variétés de Pomelo ont été énumérées par Trabut en 1908. Seulement, sur
une demi-douzaine de variétés introduites, on ne connait qu’une seule qui s’est véritablement

imposée: le Pomélo Marsh Seedless (INRA, 2006).

Dans le groupe des agrumes d’intérét secondaires, sont classés entre autres: le
bigaradier, lime, limettier doux, bergamotier, cédratier, kumquat. Les bigaradiers sont tres
souvent utilisés pour la production de porte-greffe. Trabut (1908) a mentionné
quatrevariétésde limes, deux Limettes, la Bergammotte ordinaire, huit cédratiers et trois

variétés de Kumquat originaires du japon et introduites en Algérie (INRA, 2006).
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1.4.2. Importance des agrumes en Algérie

Selon Aouane et Ghezli (2001), a I’instar de 1’arboriculture fruitiere, 1’agrumiculture
occupe une place primordiale et constitue I’'une des préoccupations majeures des décideurs au
niveau du ministere de 1’agriculture algérien. Le programme de reconversion mis en ceuvre
vise a réinstaurer 1’agrumiculture dans des zones de prédilection a travers une démarche

d’adaptation des systemes de production aux vocations pédoclimatiques de chaque zone.

La culture commerciale des Citrus est localisée dans les zones irrigables, dans la partie
nord du pays (Figure 2), ou elle trouve la température clémente qui assure sa réussite (Rebour,
1948). En effet, le verger agrumicole algérien se localise essentiellement dans la plaine de la
Mitidja en raison de son exigence en eau et qualité de sol (Karboa, 2001).L’INRAA en 2006 a
rapporté que 1’Algérie détient une collection variétale composée de 277 variétés d’agrumes
(Tableau I). Cette richesse arboricole constitue un patrimoine génétique inestimable (Karboa,

2001).

Figure 2 : Répartition des agrumes en Algérie (ITAFV, 2012).

10
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Le verger agrumicole algérien occupe une superficie de 64154 ha dont 50873 ha se
répartissent en majorité dans les wilayas de Blida (26%), Chlef (9%) et Alger (8%).

Les principales especes cultivées dans ces régions sont les oranges, les clémentines, les
citrons et les pomelos. En terme de production, I’ Algérie a atteint le niveau de 8 552 654
quintaux soit un rendement moyen de 16.8T/ha. Les différentes composantes de cette
production sont 72% pour les oranges, 16% pour la clémentine, 7% pour les citrons, 3% pour

la mandarine et 0,1% pour le pomelo (MADR, 2009).

Tableau I: Patrimoine Agrumicole détenu par 1’Institut Technique de I’ Arboriculture

Fruitiere et Viticole (ITAFV).

Variétés Variétés Variétés Variétés Variétés Variétés non
(Nbre locales étrangeres utilisées homologuées homologuées
Total) (Nbre) (Nbre) (Nbre) (Nbre) (Nbre)

277 34 243 09 41 236

Source: INRAA (2006).

11
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Chapitre II: Maladies importantes des agrumes transmissibles par greffage

dans le monde

Les agrumes sont 1’objet d’une diversité de maladies de dégénérescence transmissibles
par greffage, occasionnées par des virus, viroides, phytoplasmes, ou d’autres procaryotes
endocellulaires (Aubert et Vullin, 1997). Les dépérissements provoqués par les viroses
paraissent occuper le premier plan par leur gravité et leur impact économique comme dans le

cas des variétés ou des associations porte-greffe-greffon sensibles.

Roistacher (1995) rapporte qu’a I'instar des arbres fruitiers, les agrumes sont les plus
affectés par les agents transmissibles par greffage qui entrainent le plus souvent le «quick
decline» ou bien le déclin rapide et la mort de I’arbre. Dans le cas des variétés et des
associations tolérantes, ces affections passent inapercues (Praloran, 1971). Cependant, elles
entrainent parfois un important ralentissement de la végétation et une diminution des

rendements (Roistacher, 1995).

Actuellement, tous les vergers agrumicoles a travers le monde sont affectés, plus ou
moins séverement par des virus et un grand nombre d’agents transmissibles par greffage, qui
provoquent de tres graves maladies dévastatrices dont les plus importantes sont la Tristeza et
le greening «Huanglongbing» (Bové, 2006). Ces deux maladies sont largement transmises par
des insectes vecteurs. Néanmoins, 1’agent du greening «Liberibacter» n’a pas été signalé dans

la région méditerranéenne (OEPP/CABI, 1996).
I1.1. La Tristeza «Citrus tristeza Virus : CTV»

Le virus de la Tristeza (CTV) est responsable de 1’'une des maladies les plus
destructrices des agrumes a I’échelle mondiale. C’est en 1947, Oberholzer démontre, pour la
premiere fois, que le dépérissement des agrumes greffés sur bigaradier «Citrus aurantium L.»
est provoqué par un virus. Les dégats provoqués par la Tristeza sont étroitement li€s a la

prédominance de I’utilisation du bigaradier comme porte-greffe (Praloran, 1971).

Le CTV, apparemment originaire d’Asie, a été disséminé dans tous les grands bassins
agrumicoles mondiaux par des échanges internationaux de matériel végétal contaminé

(Lovisolo, 1993).

Plus de 70 millions d’arbres ont été décimés par ce virus en Argentine, au Brésil, aux

Etats-Unis et au Vénézuéla. En Espagne, 21 millions d’arbres ont été détruits.
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Le Citrus tristeza Virus (CTV) des agrumes est un closteroviruse, sa transmission se fait
selon un mode semi-persistant par plusieurs especes de pucerons Aphis gossypii, Aphis
spiraecola, Toxoptera aurantii et le puceron brun Toxoptera citricida (Figure 3). Ce dernier
est efficace et considere comme un vecteur potentiel dans la transmission et dissémination
des souches séveres du CTV (Lee et al., 1992). T. citricida a été signalé dans la région nord

de la Méditerranée principalement au Portugal et en Espagne (Nieto-Nafria et al., 2005).

Figure 3:Toxoptera citricida (Grafton-Cardwell, 2012)

* Les symptomes causés par le CTV different selon les isolats, les especes d’agrumes et les

associations porte-greffe/greffon (Figure 4). Plusieurs souches sont caractérisées :
= Seedling yellows (CTV-SY)
= Quick Decline ou Tristeza (CTV-T)
= Stem pitting (CTV-SP)
= Une souche moyenne

* Le symptdme le plus foudroyant est le “ Quick Decline “ ou la mort rapide de 1’arbre qui

affecte les orangers, les mandariniers et les pomelos greffés sur bigaradier.
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* Le Stem-Pitting est le symptome cortical typique de la Tristeza, il se présente sous
forme de cannelures plus au moins régulieres qui correspondent a des dépérissements

du bois.

* Un ralentissement de la végétation et réduction du rendement des fruits en qualité et

quantité.

e Sur les feuilles, la maladie se manifeste par des é&claircissements des nervures

accompagnés par un ralentissement de la végétation

C

Figure 4 : Différents symptomes provoqués par Citrus tristeza Virus

a) Le Quick Decline (Oranger greffé sur bigaradier); b) Réduction de la qualité et la taille des
fruits; ¢) Stem pitting sur pomelo a Venezuela; d) Jaunissement des nervures «Vein
Clearing»sur feuilles de limettie (Roistacher, 2010).

Pour la détection du CTV, différentes méthodes de diagnostics sont utilisées.
L’indexage biologique a travers 1’utilisation de la lime mexicaine «C.aurantifolia» comme
meilleure plante indicatrice, spécifique pour la Tristeza, les symptomes extériorisés sont
I’apparition d’un éclaircissement des nervures qui deviennent liégeuses suivi d’un

jaunissement et d’un enroulement des feuilles vers le haut (coupe), nanisme, et stem pitting

(Roistacher, 1991).

Le diagnostic au laboratoire est assuré par les techniques sérologiques : a savoir par
Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay «ELISA» (Roistacher, 1991) ou par le test
d’immuno-empreintes Direct Tissue Blot Immuni Assay «DTBIA» qui est une méthode de
diagnostic fiable et rapide. Ces techniques sont couramment utilisées dans les programmes de

dépistage a grande échelle (Garnsey et al., 1993; Djelouah et al., 2002).

14



Données bibliographiques Chapitre II:Importantes maladies des agrumes transmissibles par greffage

Plusieurs méthodes de diagnostics moléculaires simples et sensibles basées sur la
détection spécifique de I'ARN viral ont été mises au point pour détecter le CTV telles que les
techniques d'hybridation moléculaire (Barbarossa et Savino, 2006). La RT-PCR «Reverse
Transcription-Polymerase Chain Reaction» et la PCR en temps réel «Q-PCR, Real-Time
Polymerase Chain» (Loconsole et al, 2010). La RT-PCR technique trés spécifique a été
utilisée pour détecter le virus dans les plants infectés ainsi que dans son propre puceron

vecteur (Rodriguez et al., 2005; Cambra et al., 2006 )
I1.2. Psorose écailleuse «Citrus psorosis Virus : CPsV»

La psorose est ’'une des plus importantes maladies transmissible par greffage affectant
les agrumes et la plus largement répandue dans les vergers agrumicoles a travers le monde.
Cette maladie est communément connue sous le nom de «scaly bark» écorce écailleuse suite
aux symptomes typiques qu’elle provoque sur les arbres infectés. Elle a été décrite par

Fawcett en 1933 (Praloran, 1971).

Fawcett (1938) a aussi démontré pour la premiere fois sa transmissibilité en greffant des
bourgeons infectés sur des arbres sains. Originaire de 1’orient, cette maladie fut rapidement
disséminée a travers le monde par la diffusion de matériel végétal contaminé, dans les pays ou
le programme de certification est absent ainsi qu’en présence d’une forte dissémination

naturelle (Roistacher et al., 2000).

Différents types de psorose ont été décrits par Roistacher en 1993, la Psorose-A est la
plus répandue, elle est caractérisée par des 1ésions au niveau du tronc et des branches ainsi
qu’une coloration rougeatre interne du bois (Figure 5a). Quant a la Psorose-B, cette forme est
rare mais plus sévere car elle se manifeste par la formation des écaillements d’écorce (Figure
5b), une décoloration irréguliere du limbe avec une formation d’un liseré décoloré et parfois
par la formation de taches annulaires sur les fruits des arbres agés de 10 a 15 ans. La psorose
peut demeurer asymptomatique dans la majorité des agrumes «l’oranger, le mandarinier, le
pamplemoussier, le pomélo, le tangelo ou le citronnier», ce phénomene explique sa large
propagation dans les échanges de matériel végétal de multiplication infecté (Roistacher,

1991).
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Figure 5 : Symptdmes de psorose sur arbre infecté

a) Coloration rougeatre interne du bois; b) Ecaillement de I’écorce; ¢) Taches annulaires sur

fruits (Roistacher, 2010).

Le Citrus psorosis Virus (CPsV) est I’agent responsable de la psorose écailleuse sur
différentes variétés de Citrus (Milne et al., 2000). Cette maladie est transmissible par greffage
mais sa transmission par le champignon Olpidium spp a été rapportée récemment (Miao et al.,
2005). Ce virus ne se transmet pas par le pollen (Navarro et al., 1980) ni par les semences

infectées (D’Onghia et al., 2000 b).

Le dépistage de la maladie se fait par I’'indexage biologique par I'utilisation des
indicateurs de type oranger tel que «madame vinous» (Roistacher , 1991) ainsi que par des
tests de laboratoire, I’immuno-microscopie (Derrick et al., 1993), ELISA (Garcia et al., 1997,
D' Onghia et al., 1998 ; Djelouah et al., 2002) , DTBIA (D'Onghia et al., 2001), hybridation
moléculaire (Loconsole et al., 2006) , RT-PCR (Djelouah et al., 2000 ; Martin et al., 2004) et
RT-PCR en temps réel (Loconsole et al., 2010).
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I1.3. Panachure infectieuse «Citrus infectious variegation virus : CIVV»

La panachure infectieuse, grave infection virale causée par Citrus Infectious
Variegation Virus (CIVV) appartient au groupe des ilarvirus. Cette maladie a été signalée
dans de nombreux vergers agrumicoles du bassin méditerranéen (Roistacher, 1991). Selon
Praloran (1971), le CIVV est le premier virus des agrumes a avoir été purifié par Grant et
Corbet (1964) et transmit mécaniquement de Citrus a Citrus ainsi qu’a des hotes herbacés

(Trabut, 1913).

Les orangers et mandariniers sont les especes les plus souvent infectées par cette
maladie mais les infections peuvent étre plus séveres sur les citronniers et les cédratiers. La
panachure infectieuse se transmet tres bien par voie mécanique, la transmission par vecteur
n'a pas encore été démontrée bien qu'on ait observé un faible taux de transmission par la
graine (Roistacher, 1991). Outre le gaufrage (Figure 6a), la panachure infectieuse se manifeste
par une déformation des feuilles qui prennent un aspect lancéolé qui s’accompagne parfois par
des difformités des fruits ou des bosses qui les rendent impropres a la commercialisation

(Figure 6b).

a

Figure 6 : Symptomes associés a la panachure infectieuse sur agrumes a) Gaufrage prononcé

du limbe d’un oranger navel ; b) Difformité d’un fruit de cotonnier (Davino et al., 1988).
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Le CIVV peut étre détecté aussi bien par I’'indexage ou le greffage d’inoculation sur des
indicateurs ligneux de Citrus ainsi que par la transmission mécanique sur Vigna sinensis
(Roistacher, 1988). Davino et Garnsey (1984) ont purifié une souche faible de CIVV et ils ont
mis au point un antisérum pour la détection de différents isolats de CIVV par ELISA and

DTBIA (D’Onghia et al., 2001; Loconsole et al., 2006).

Plusieurs tests moléculaires «PCR, RT-PCR» sont utilisés pour la détection et
I’identification du virus. Aussi la PCR en temps réel est appliquée pour le dépistage du virus

(Loconsole et al., 2010).

I1.4. Maladies a Oak leaf pattern «Feuille de chéne»

N

La concavité gommeuse, cristacortis et impietratura sont trois infections a virus
similaires, largement répandues dans le bassin méditerranéen, et dont I’agent causal n’est pas
encore identifi€é mais transmissible par greffage. Ces maladies se caractérisent par le
développement d’un symptome typique au printemps qui consiste en la formation de
nouvelles feuilles avec une mosaique caractéristique en feuille de chéne. Ces maladies sont
détectées uniquement par 1’indexage biologique en utilisant I’indicateur ligneux Dweet tangor

(C.reticulata X C.sinensis) (Roistacher, 1991).
I1.4.1. La concavité gommeuse.

La concavité gommeuse est une maladie tres répandue dans la région méditerranéenne.
Elle affecte ’oranger, le mandarinier, le tangor et tangelo. Pourtant de nombreux cultivars
d’agrumes peuvent héberger le pathogene, tout en demeurant asymptomatiques. La maladie se
transmet facilement lors du greffage, mais elle peut aussi €tre transmise naturellement par
greffage de racines sur des arbres voisins. Les symptdmes se manifestent par le
développement de la feuille de chéne autour de la nervure médiane et une coloration interne
du bois au niveau du tronc ainsi que de la gommose sur les branches (Figure 7) (Roistacher,

1991).
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Figure 7 : Symptomes caractéristiques de la concavité gommeuse

a) Symptome de la feuille de chéne ; b) Des anneaux concentriques de gomme, sur un
rameau ¢) Des concavités profondes sur tronc (Roistacher, 2010)

I1.4.2. Impietratura

Impietratura a été observé pour la premiere fois en Palestine (Reichert et Hellinger,
1930) et décrite par Ruggieri en 1955. La maladie a été rencontrée dans la plupart des régions

méditerranéennes.

Elle se caractérise par la présence des taches (Figure 8b) et des poches de gomme dans
I’albédo des fruits (Figure 8a). Certains présentent extérieurement des bosses en relief qui
sont durs au toucher d’ol le nom d’impietratura (consistance de pierre) (Figure 8) (Praloron,

1971).

La maladie provoque une chute prématurée des fruits ainsi qu’une diminution de leur
taille. Une diminution de la vigueur de I’arbre avec un feuillage 1égerement fané a été
également rapportée. La maladie est non transmissible par graine ou par vecteur. Les greffons

infectés restent toujours le mode de contamination par excellence (Roistacher, 1991).
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Figure 8 : Symptomes d’impietratura sur fruits

a) Poches de gomme dans 1’albédo des fruits; b) Taches sur fruits (Roistacher, 2010).

I1.4.3. Cristacortis

Le cristacortis, maladie transmissible par greffage est observée dans plusieurs pays du
bassin méditerranéen. Elle affecte un grand nombre d’especes d’agrumes particulierement le
tangelo, le bigaradier, 1’oranger et le mandarinier. Les symptomes de cette maladie se
caractérisent par la formation de dépressions plus ou moins profondes (Figure 9) visibles sous
I’écorce au niveau du tronc et des branches. Des imprégnations gommeuses sont observées

également dans le fond des trous du bois (Praloron, 1971; Roistacher, 1991).

Figure 9 : Symptdme de cristacortis sur mandarinier greffé sur bigaradier
(Roistacher, 1991).
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IL.5. Les viroides des agrumes

N

Six différentes especes de viroides ont été signalées a ce jour chez les agrumes en
fonction de leur homologie de séquence a des sondes spécifiques, de leur spectre d’hotes et
des symptomes engendrés sur cédratier et enfin de la séquence de leur ARN. En plus du
viroide de la cachexie HSVd-c qui a une taille intermédiaire, on trouve deux especes du genre
apscaviroid: Citrus bent leaf viroid CBLVd (ou CVd-I) et CVd-III. Une troisieme espece a été
décrite en 2001 et appelée Citrus viroid OS CVd-OS. Une autre espece de Pospiviroid: Citrus
exocortis Viroid (CEVd) avec une espece du genre Cocadviroid : CVd-IV ont aussi été

signalé (Verniere, 2003).
IL.5.1. L’exocortis (Citrus exocortis Viroid CEVd)

Le viroide de I’exocortis des agrumes (CEVd) est un viroide bien caractérisé de la
famille des Pospiviroidae, largement répandu dans 1’ensemble des zones productrices
d’agrumes a travers le monde. Le symptome typique sur champ induit par le viroide (CEVd)
se caractérise par une sévere exfoliation de 1’écorce sur le porte-greffe trifoliate «Poncirus
trifoliata» (Figure 10) ou Rangpur lime «Citrus limonia» accompagné par différents degrés de
rabougrissement de 1’arbre, les branches peuvent montrer des taches jaunatres «Stem

blotching» (Semancik, 1988; Fawcett et Klotz, 1984).

Le Citrus exocortis Viroid (CEVd) est une molécule d’ARN de faible poids moléculaire
d’environ 371 nucléotides transmissibles mécaniquement d’un arbre a un autre par les outils

de taille ainsi que par le biais d’un greffon infecté.

Figure 10 : Symptomes d’exfoliation d’écorce induits par Citrus exocortis Viroid (CEVd)

sur Trifoliata (Roistacher, 1991).
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I1.5.2. La cachexie (Citrus cachexia Viroid. CCaVd)

Xyloporose ou Cachexia (Citrus cachexia Viroid), est une maladie a viroide tres
répandue dans les vergers agrumicoles du monde. Le viroide de la cachexie induit des
réactions de gommose sur les variétés et les porte-greffes de mandarinier et hybrides de
mandarinier au champ (Figure 11). Les symptomes sont encore plus intenses sur les tangelos
et les tangors. En outre, le Citrus macrophylla, les limes acides, les limes douces et 1’espece
Fortunella sont également infectées. La majorité des especes commerciales sont
asymptomatiques tels que l’oranger, le pomelo, le citronnier, le pamplemoussier, le
bigaradier, I’oranger trifolié et les hybrides trifoliés (Roistacher 1991). La transmission du
viroide est assurée par I’emploi des greffons infectés et mécaniquement par 1’utilisation des

outils de taille contaminés (Brlansky et Timmer, 2012).

Figure 11 : Symptomes de Cachexie induit par CCaVd
Production intense de gommose sur le tronc de mandarinier Parson’s special

(Roistacher, 1991)
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11.5.3. Detection de CEVd et CCaVd.

L’indexage biologique est I'une des méthodes la plus commune utilisée dans la
détection des viroides, notamment les viroides de 1’exocortis et de la cachexie (Roistacher,
1991). Ces viroides sont détectés par 1’inoculation de deux plantes indicatrices, le Cédratier
etrog 861-SI sur qui les symptomes se manifestent par une épinastie des jeunes feuilles une
fois inoculées parCEVd (Roistacher et al., 1977). Le CCaVd induit I’exsudation de gomme

au-dessus de la ligne de greffe du mandarinier Parson’s special (Roistacher et al., 1973).

La détection peut étre effectuée par 1’analyse de 1’acide nucléique des viroides extraits
des plantes infectées par I'électrophorese, 1’hybridation moléculaire et RT-PCR (Owens et
Diener, 1981 ; Flores, 1988; Sano et al., 1988 ; Yang et al., 1992). Cependant 1'électrophorese
séquentielle en gel de polyacrylamide (sPAGE) du cédratier inoculé, s’avere tres fiable et la
meilleure alternative aux méthodes conventionnelles basées uniquement sur 1’indexage

biologique (Duran-Vila et al., 1993).

Les viroides peuvent €tre détectés par la RT-PCR multiplexe (Wang et al., 2009) et

récemment par Transcriptase inverse PCR en temps réel (Rizza et al., 2008).
I1.6. Stubborn des agrumes «Spiroplasma citri»

Le stubborn est une grave maladie infectant les agrumes principalement I’oranger doux
et le pamplemoussier des régions chaudes, de I’Amérique du Nord, I’ Afrique, I’ Asie et les
pays méditerranéens (Bové, 1995). Cette maladie est causée par le Spiroplasma citri,

mollicute phytopathogéne qui se multiplie exclusivement dans les tubes criblés du phloeéme

(Oldfield, 1988).

Le spiroplasma se distingue des autres mollicutes par sa morphologie hélicoidale et sa
motilité (Cole et al., 1973). S. citridepuis 1973, a été le premier mollicute, issu de plante, a
avoir été cultivé, caractérisé et nommé spiroplasme (Bové et Garnier, 1997), il a été obtenu en
culture pure a partir d’orangers malades, dans un milieu riche, complémenté en sérum animal,

inspiré par des milieux de culture utilisés pour les mycoplasmes animaux (Saglio ef al., 1971).

Il est transmis par des insectes hémipteres piqueurs-suceurs, selon le mode persistant
circulant et multipliant (Labroussaa, 2008). Les deux principaux vecteurs sont Circulifer
tenellus présent dans le Sud-ouest des Etats-Unis et le pourtour méditerranéen (Figure 12)
alors que l'aire de répartition de Circulifer haematoceps est restreinte au pourtour

méditerranéen (Breton, 2009).
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Figure 12 : La cicadelle Circulifer haematoceps (Labroussaa, 2010).

La maladie ne tue pas les arbres, mais arréte la croissance et empéche la production de
fuits. Les symptomes caractéristiques du stubborn sont la réduction des entre-noceuds donnant
a I’arbre un aspect buissonnant, les feuilles sont de petites tailles et en forme de cuillere. Les
fruits sont déformés et les pépins avortés ou nécrosé€s (Figure 13 a b c¢) (Roistacher, 1991;
Yokomi et al., 2008). Une inversion de la coloration est également observée au cours de la
maturation des fruits: la couleur orange apparait du coté pédonculaire et non pas stylaire

(Breton, 2009).

S. citri  peut €tre détecté par inoculation de plantes indicatrices, particulicrement
I’oranger Madame Vinous (Roistacher, 1991), par culture in vitro et des tests ELISA afin de
détecter et identifier S. citri et ce dans des extraits de plantes ou d'insectes infectés (Saglio et
al., 1971; Saillard et Bové, 1983). Des techniques moléculaires (Hybridation moleculaire,
avec des sondes d’ADN et PCR (Bové, 1995). L'’utilisation des amorces PCR pour la
détection des séquences de gene de la spiraline, protéine immunodominante majoritaire de la
membrane et sa séquence est treés conservée dans toutes les souches de spiroplasmes (Bové et
al., 1993; Foissac et al., 1996; Yokomi et al., 2008). La PCR en temps réel est hautement
sensible et spécifique, elle demande moins de temps que d’autres analyses PCR et permet une

détermination quantitative de S citri (Yokomi et al., 2008).
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Figure 13 : Symptdmes de stubborn

a) Fruits déformé ; ¢) Pépins avortés et nécrosés ; d) Petites feuilles en forme de cuillere
(Roistacher, 2010).

I1.7. Le greening des agrumes ou Huanglongbing «<HLB»

Le dragon jaune est le nom original de cette maladie d’origine chinoise également
appelée greening ou, plus récemment, huanglongbing (Imbert, 2008). C’est une des maladies
infectieuses les plus destructives des agrumes. D'origine bactérienne, infectant la majorité des
especes d’agrumes du genre Citrus, ses symptomes les plus accentués sont observés sur
oranger «C. sinensis», mandarinier «C. reticulata» et tangelo (C reticulata X C. paradisi). Le
greening a détruit des millions d’arbres d’agrumes en Asie et en Afrique du sud, la zone

méditerranéenne est indemne de cette maladie (Bové, 2006).

La maladie est causée par une bactérie fastidieuse du genre Candidatus liberibacter,
limitée au phloeme, Gram-négative non cultivable (Garnier et al,, 1976). 1l en existe deux
formes: une forme thermotolérante Candidatus liberibacter asiaticum (asiatique) et une
thermosensible Candidatus liberibacter africanum (africaine). Jagoueix et al. (1994) ont
récemment proposé le genre Liberobacter pour l'agent pathogene du greening, le considérant

comme un membre de la subdivision alpha des Proteobacteria sur la base d'études de PCR.

Les noms L. asiaticum et L. africanum ont été proposés pour les deux formes qui
peuvent €tre séparées en especes distinctes sur la base de d'homologie de séquences d'acides
nucléiques (Planet er al., 1995). Récemment il y a I'apparition de la forme américaine
Candidatus liberibacter americanus. A longue distance le greening est disséminé par le

matériel végétal infecté (greffons, arbres greffés, porte- greffe) venant de zones infestées.

La maladie est transmit potentiellement par deux especes de la famille des Psyllidae:
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Trioza erytreae (Figure 14d), vecteur de la forme africaine et Diaphorina citri (Figure 14c),

vecteur des deux autres formes (Bové, 2006).

Les symptomes du HLB sur feuillage se manifestent par des marbrures ressemblant a
ceux d'une carence en zinc, un nanisme qui diminue la densité des feuilles et qui entraine la
mort de certaines branches. La production décline progressivement, les fruits sont déformés et
asymétriques. La partie du fruit exposée au soleil développe une coloration normale, tandis
que des zones du coté ombragé demeurent vertes (Figure 14) (Da Graga et Korsten, 2004 ;

Bové, 2006)

La maladie peut étre détectée par inoculation de deux plantes indicatrices: le tangelo
Orlando et I'oranger. Les plants suspects sont analysés en microscopie électronique pour
confirmer la présence de bactéries. L’identification sérologique est effectuée avec des
anticorps monoclonaux spécifiques, immunofluorescence et ELISA (Garnier et al ., 1987).
Des sondes d'ADN qui détectent le pathogene et différencient les deux formes ont été
récemment obtenues (Villechanoux et al., 1992). L’hybridation moléculaire en dot blot, et
PCR sont tres utilisées (Garnier et Bové, 1996 ; Villechanoux et al., 1992 ; Jagoueix et

al.,1996).

Figure 14 : Symptomes du greening.

a) Marbrures sur feuilles ; b) A gauche fruit de pamplemoussier atteint du greening a droite
fruit sain ; ¢) Diaphorina citri ; d) Trioza erytreae

IL.8. Situation phytosanitaire des agrumes en Algérie
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Un des facteurs du déclin de 1’agrumiculture en Algérie, les maladies virales et du type
viral causent des dégats considérables dans les vergers d’agrumes depuis plus de 40 ans,
suivis par d’autres maladies telles que la gommose a phytophtora, I’anthracnose et le “’'mal
secco’’ dont I'importance économique est moindre (Tableau II) (Bové, 1995). Ce méme
auteur a rapporté 1’existence de différents symptdmes, associés a la Psorose écailleuse et la

Panachure infectieuse au niveau des vergers d’ Alger, Blida et Chlef.

En 1967, Bové a signalé la présence des symptomes de la Tristeza sur certains arbres de
citronnier ‘Mayer ¢ et mandarinier Satsuma appartenant a la collection des agrumes de la
station expérimentale de 'ITAFV (Larbi et al., 2009). Cependant, la maladie n’a pas pu étre
disséminée naturellement en absence de son vecteur efficace le puceron Aphis gossipii (Taleb,
1974). Les symptomes du CTV furent observés par Bové en 1982 sur deux arbres de la
collection des agrumes de I'ITAFV, ces deux cas ont été confirmés par 1’indexage biologique.
Jusqu’a 2000, aucun symptome de la Tristeza n’a été signalé dans le verger algérien (ITAF,

2003).

En 2001, I'ITAFV signale la présence du CTV dans 11 arbres de mandarinier et
d’oranger appartenant aux plants meres maintenus au niveau de la station de Beni Tamou
(Larbi et al ., 2009). Les sujets positifs ont été détruit et des mesures strictes ont été prises par

les institutions techniques nationales ainsi que des mesures préventives tres vigoureuses dans

les champs (ITAF, 2003; EPPO, 2003).

En absence des vecteurs potentiels de la Tristeza, en 1’occurrence Toxoptera citucidus,
les risques de la dissémination de la maladie furent réduits, voir éliminés en Algérie. Malgré
ces mesures, le danger de la Tristeza demeure présent et constitue une vraie menace
principalement dans les vergers commerciaux ou les prospections pour la détection du CTV

n’ont jamais été effectuées (Larbi et al., 2009).

Tableau II: Problémes phytosanitaires des agrumes en Algérie
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Maladie Références
Pathogenes
Virus et Virus similaires
(GA"AY Panachure des agrumes X (Bové, 1995)
CiLRV Rugosité des feuilles X (Bové, 1995)
des agrumes
CPsV Psorose X (ITAF, report 1979) (Bové, 1995)
SDV Nanisme des Satsumas O
CTLV Tatter leaf des agrumes 0]
CTV Tristeza X (ITAF, report 2001) (Bové, 1995)
CVEV Citrus Vein enation. O
“virus”
Concavite gommeuse X (ITAF, report 1979) (Bové, 1995)
Cristacortis. X (ITAF, report 1982) (Bové, 1995)
Impietratura O
CEVd Exocortis X  (ITAF, report 1980) (Bové, 1995)
CCaVd Cachexie X (ITAF, report 1985) (Bové, 1995)
CVds Autres viroides des O
agrumes
Citrus chlorotic dwarf 0]
virus
Gummy bark X (Bové, 1995)
Procaryotes du phloéme
S. citri Le Stubborn X (ITAF, report 1985) (Bové, 1995)
Broom phytoplasma 0]

“Witches broom”

X : Signalé en Algérie ~ O: Non signalé

Source : Kerboua ef al. (2001).
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Chapitre III : Les techniques d’assainissement des agrumes

L’une des contraintes majeures de 1’agrumiculture est le probléme phytosanitaire,
particulierement celui causé par les agents de maladies de dégénérescences transmissibles par
greffage. L'utilisation d’un matériel végétal de multiplication sain est I'unique méthode de
lutte contre ces maladies. Dans ce contexte, les plants d’agrumes font I’objet d’une
certification afin de garantir leur indemnité des principales maladies: la bonne qualité des
plants est un facteur déterminant de la future plantation. Toutes les méthodes
d'assainissements disponibles et utilisées représentent certains avantages et inconvénients au

niveau de I’assainissement des plants infectés ainsi que pour I’efficacité de leurs applications.

Plusieurs méthodes d’assainissement sont utilisées pour les agrumes comme la
thermothérapie, la culture du nucelle et le microgreffage. Ce dernier est appliqué dans tous les
laboratoires d’assainissement du monde. Cependant, toutes ces techniques présentent des
inconvénients et avantages dans 1’efficacité de leurs applications a cause de la longue période
nécessaire pour [’assainissement des génotypes infectés, du pourcentage du taux
d’assainissement spécifiquement pour certains virus, de la difficulté dans 1’élimination des

infections mixtes et 1’étalement du stade de juvénilité.

Récemment une nouvelle technique d’assainissement (I’embryogenese somatique a
partir de stigmate et style in vitro) a été mise au point pour la régénération des plants
d’agrumes et I’obtention d’un matériel sain, génétiquement identique a la plante mere. Cette
technique s’avere tres efficace dans 1’élimination des maladies de dégénérescence telles que la

Tristeza, la Psorose et les viroides.
IT1.1. L’embryogenese nucellaire

Depuis des siecles jusqu’a nos jours, le semis de la graine compte parmi les méthodes
conventionnelles pour la reproduction des plants d'agrumes. Au niveau des tissus intra-
ovulaire, en particulier la nucelle, sont fournit des embryons apoméiotiques appelés aussi
embryons nucellaires. Ce type d'embryogenese est tres développé dans la famille des

Rutacées, spécialement chez les Citrus (Tisserat et al., 1979;Vardi et al., 1990).

Plusieurs jeunes plants nucellaires similaires au plant-mere sont produits, et trés peu ou

pas d'hybrides (Nictora, 2001).
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Cette caractéristique est fréquente chez la plupart des especes d'agrumes cultivées et
permet d'obtenir des plants indemnes de toutes les maladies (Roistacher, 1977 ; Pefia et al.,
2007). La particularité de cette technique est le fait que la plupart des pathogenes virus et
virus-similaires d'agrumes ne passent pas par les semences (Roistacher, 1991) sauf quelques

exceptions avec un taux de transmission tres bas (Guerri et al., 2004).

L’inconvénient de la sélection nucellaire est 1I’étalement de la phase juvénile qui est tres
longue, la pleine production est tardive, le nombre important d'épines et le mauvais
développement des fruits en qualité et en quantité. Ces caractéristiques peuvent persister
plusieurs années (Roistacher, 1977 ; Pefa et al., 2007). Ainsi les plantes nucellaires ne sont

pas toujours conformes aux plantes meres « des variants» (Pefa et al., 2007).

I11.2. La thermothérapie.

La thermothérapie est I’une des principales et anciennes méthodes utilisées pour la
production d’un matériel de propagation d’especes pérennes, indemnes de mycoplasmes,
virus, virus similaires et viroides (Mink et al., 1998). Navarro et al. (1993) rapportent que
cette technique est effective dans la réduction de la réplication virale et 1’activation des

cellules méristématiques et I’obtention des apex sains.

De nombreux agents pathogenes affectant les agrumes sont éliminés tels que le CTV
«Tristeza», CPsV «Psorose» et d’autres agents de maladies de type viral comme l'impietratura

(Roistacher et Calvan, 1972).

L’ assainissement par la thermothérapie est considéré depuis des siecles comme un des
moyens écologique et biologique le plus efficacement utilis€é dans 1'éradication des
pathogenes a partir de matériel végétal de propagation (Roistacher, 1995). Elle est aussi
utilisée dans la production des plants conformes aux plants d’origines sans 1’induction de la

phase juvénile (Calvan et al., 1972).

Le traitement a l'air chaud a 35-42 °C pendant 78-107 jours précédé par un pré-
conditionnement des plants, a permis d’éliminer avec succes le CTV et le CPSV (Grant,
1967). Cependant, le traitement a 1’air humide est tres efficace dans 1’éradication de la
bactérie agent de huanglongbing (greening) a partir des tissus d'agrumes infectés (Lin et Lo,

1965).
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Récemment, la thermothérapie est combinée avec la technique de micro-greffage d’apex
in vitro. Plusieurs pathogenes sont éliminés par la combinaison de ces deux techniques
particuliecrement les agents dont 1’élimination est difficile par le traitement a la chaleur
uniquement tel que le CPsV. Ce dernier a été éliminé en combinant la thermothérapie avec le
microgreffage en utilisant des apex obtenus in vitro a 32°C pendant 2 semaines (Navarro et

al., 1993).

Cavalho et al. (2002) ont démontré que la thermothérapie in vivo a 38°C pendant 2 mois
combinée avec le micro greffage est efficace a 100% dans 1’élimination de certains virus.
Malheureusement, cette technique s'est révélée inefficace dans I'élimination de certains
pathogenes thermorésistants comme Cachexia-xyloporosis Viroid, Citrus exocortis Viroid, et

Spiroplasma citri (Mink et al., 1998).

II1.3. Le micro-greffage d’apex in vitro

Avant 1975, I’embryonie nucellaire était la seule méthode utilisée pour éradiquer les
viroides, les virus et d'autres agents pathogenes transmissibles a partir de clones infectés
(Roistacher, 1995). Cependant, cette technique est limitée par I’étalement du stade juvénile et
la production des plants souvent non conformes aux plants d’origine (Nauer et al, 1983).

Aussi la thermothérapie est inefficace dans I’irradiation des agents thermorésistants.

Malgré les nombreuses tentatives menées dans les différents laboratoires de culture in
vitro a travers le monde, la culture de méristeme chez les agrumes est restée peu efficiente
(Murashige et Skoog, 1962). Actuellement, la maitrise de la technique semble étre acquise
grace aux travaux de recherches entreprises par Murashige et ses collaborateurs qui furent les
pionniers a avoir 1’'idée d’insérer un apex végétatif de quelques millimetres sur I’extrémité

d’un semis obtenu in vitro (Murashige et al., 1972).

Les parametres du microgreffage ont été déterminés et améliorés par la suite par
Navarro et al. (1975) et grace a ces performances enregistrées, la majeure partie des maladies
de dégénérescence ont été éliminées du matériel de multiplication. M€me certains problemes
classiques tels que les incompatibilités greffons/porte-greffes, la réactivation du méristeme et
d'enracinement des microboutures obtenues chez les ligneux tels que les agrumes ont été

résolues (Chatibi et al., 1997).

Cette technique s’avere efficace dans 1'élimination de tous les agents pathogeénes des

agrumes qui n'ont pas été éliminés par la thermothérapie ainsi que les virus , virus similaires
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et les bactéries endocellulaires. Ainsi les plants produits sont conformes sans 1’apparition des

caracteres juvéniles (Navarro et al., 1975 ; Navarro, 1981; Navarro, 1988).

N

Su et al. (1984) ont réussi a obtenir 60 % du succes en modifiant la technique du
microgreffage par la dissection d’une portion triangulaire de la partie basale du porte-greffe et

l'insertion de l'apex a I’intérieur suivi de la réinsertion de la portion découpée.

Takahara et al. (1986) ont pu éliminer le CTV apreés avoir modifié la technique, en
greffant dans une coupe en L au sommet du porte-greffe citrange troyen des apex d’environ
0,2; 0,4; 0,8 et 1,0 mm, prélevés a partir des pousses ayant subi une thermothérapie au
préalable. Les plantules ainsi greffées sont placées directement sous serre. Les taux de survie

ont été de 15 % a 40 %.

Le chancre bactérien des agrumes, le greening, les souches séveres du virus de la
Tristeza, de la psorose écailleuse et Citrus Tater leaf virus ont été éliminés par le
microgreffage d’apex (Navarro et al., 1991). Cependant, Fourie (1991) a obtenu 100 % de
survie des plants en modifiant I’étape qui suit I’insertion de I’apex étape améliorée par

Navarro et al. (1975).

Actuellement, la technique du microgreffage est pratiquée dans tous les laboratoires
d’assainissement des agrumes pour éliminer les virus et viroides nuisibles a partir des
germoplasmes (Krueger et al, 2003) ce qui garantit la sureté de leur introduction et
conservation (Navarro et al., 1984 ; 1991). Effectivement, cette technique est utilisée dans la
production d’un matériel végétal de propagation sain dans de nombreux pays comme
I’Espagne, la France, I’Italie, la Greéce, Chypre, la Turquie, Israél, le Maroc, 1’ Afrique du Sud,
I’ Argentine, le Brésil, la Colombie, I’Uruguay, le Chili, le Venezuela, Cuba, le Mexique et les

Etats-Unis (Navarro, 2000).

Navarro (1993) a rapporté que le taux d’assainissement devient trés élevé en combinant
le microgreffage avec la thermothérapie pour 1’élimination des pathogeénes dont 1’éradication
s’avere inefficace avec le micro greffage uniquement. Entre 32°C et 35°C de thermothérapie,
la réplication des virus est ralentie et 1’activité des cellules méristématiques est accélérée,
cette combinaison permet I’obtention des pousses végétatives indemnes (Navarro et al.,
1980). Navarro (1993) a éliminé le CPsV en combinant la thermothérapie avec le micro-
greffage en utilisant des apex obtenus in vitro a 32°C pendant 2 semaines. Cavalho et al.
(2002) ont démontré que la thermothérapie in vivo a 38°C pendant 2 mois combinée avec le

microgreffage est efficace a 100% dans 1’élimination de certains virus.
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Technique du micro greffage :

Navarro et al. (1975) ont défini les parametres du microgreffage in vitro et perfectionné
cette méthode selon le diagramme général illustré dans la FigurelS. La technique envisage

deux opérations:Préparation du porte -greffe et collecte avec préparation des apex végétatifs.

Figure 15 : Diagramme général de la procédure du microgreffage

(Navarro et al., 1975).

1) Préparation du porte porte-greffe : Les graines de Citrange troyer sont cultivées sur
un milieu gélosé dans l'obscurité totale pendant deux semaines, les plantules obtenues sont
retirées du tube a essai. La portion supérieure d’environ 1 cm au-dessus de la racine et la

partie basale de I’apex racinaire sont éliminées.

2) Collecte et préparation des apex végétatifs : Des pousses d'environ 1 cm de long
sont collectées a partir du matériel végétal a assainir, les feuilles de ce dernier sont éliminées
au préalable pour forcer la production de jeunes pousses. Apres stérilisation, les folioles sont

éliminées pour exposer la région méristématique. Sous un microscope binoculaire, les
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ébauches foliaires toutes petites sont excisées et un petit apex (environ 0,1 - 0,2 mm) composé

d'un méristeme et de deux ou trois primordiaux foliaires est prélevé.

L'apex est soigneusement inséré dans une encoche en "T renversé' réalisée a proximité
de l'extrémité coupée du porte-greffe. La jeune plante greffée est cultivée sur un milieu
nutritif pendant au moins 5 semaines dans une chambre de culture a 27°C. Le succes du
microgreffage varie entre 30% et 50%. Ce pourcentage dépend de la taille de 1’explant,

I’espece et variété d’agrumes ainsi que des conditions de culture.
I11.4. L’embryogenése somatique
I11.4.1. L’embryogenese somatique : Historique et application chez les agrumes

L’embryogenese somatique (du grec samas = corps) se produit en absence de toute
fécondation ou «méiose et récombinaison de I’ADN». C’est la voie du développement par
laquelle des cellules somatiques se développent en structures qui ressemblent aux embryons
zygotiques avec les mémes stades morphologiques classiques (stade globulaire, cceur, torpille
et cotylédonaire) et par une série d’étapes embryologiques sans fusion des gametes (Jimenez,
2001). Les formations obtenues sont appelées embryons somatiques et qui permettent

d'obtenir une multitude de plantules identiques génétiquement a la plante donneuse d'explants.

Historiquement le premier embryon somatique a été obtenu pour la premiere fois par
Reinert (1959) par la culture in vitro des tissus de Daucus carotta. En plus des Ombelliferes,
la multiplication des plants par I’embryogenese somatique a été appliquée pour la
régénération d’autres familles et différents genres tels qu’Atropa, Ranunculus, Citrus,
Antirrhinum, Cucurbita, Macleaya, Nigella et Petunia (Kkohlenbach, 1977), ainsi que pour

la multiplication en masse de diverses plantes médicinales (Tripathi etTripathi, 2003).

Bien que la technique de culture d'apex soit tres pratiquée dans le domaine de la
micropropagation in vitro, I’'un des atouts majeurs de I’embryogenese somatique est son
pouvoir de production des plants en masse en temps tres court (Ammirato, 1983) de plantes
enticres sans passer par les étapes (contraintes) que connait habituellement 1’organogenese

(phase de callogenes et de rhizogenese) (Ammirato, 1987 ; Jimenez, 2001).

L’embryogenese somatique est une technique de régénération et d’assainissement tres
séduisante et puissante qui permet de régénérer un taux tres élevé de plants indemnes de

maladies (Ollitaul, 1992).
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Sagissant de I’intégration de I’embryogenese somatique dans la multiplication des
agrumes, les premiers travaux ont été réalisés en cultivant des ovules fertilisés et / ou des

embryons nucellaires isolés a partir des génotypes poly-embryonnés (Litz et al., 1985).

Selon Ricci et al. (2002), la régénération des agrumes par la culture des tissus in vitro
implique 1’embryogenese somatique indirecte. Cette technique est trés importante pour la
propagation ou I’amélioration génétique des agrumes, la production des semences artificielles,
I’élimination des agents pathogenes et la conservation du germoplasme in vitro (D'Onghia et

al., 2000a ; Germana, 2005).

Différents types d’explants (couches cellulaires minces de style et stigmate ou 1’organe
entier) sont excisés a partir des tissus floraux des agrumes et capables de régénérer des plants

génétiquement identiques aux plants meres (De Pasquale ef al., 1994; Carimi et al., 1995).

Effectivement, la technique de régénération des embryons somatiques a partir des tissus
floraux des Citrus a été décrite pour la premiere par De Pasquale et al. (1994) et elle s'est

avérée efficace pour la plupart des génotypes d'agrumes (Tableau III) (Carimi et al., 2001).
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N

Tableau III : Génotypes régénérés par embryogenese somatique a partir de la culture de

tissus floraux.

Especes Génotypes
Femminello, Zagara Bianca, Femminello, Santa
C. limon Teresa, Lunario, Monachello, Berna, Limone di Massa
Pilone, Limone Pera
Bonanza, Atwood, Navelina, Washingtonnavel,
C. sinensis Navelate, Valencia Late, Ugdulena 6Brasiliano NL92,
Sanguinello,Tarocco Gianduia, Tarocco Puglia,
C. medica Cedro di Diamante, Cedro Trabia

C. aurantifolia
C. limetta

C. deliciosa

C. myrtifolia
C. madurensis
C. paradisi

C. aurantium

C. tardiva

C. othaitensis

C. sinensis X C. reticulata
C. meyerii

Fortunella margarita

Limetta messicana

Limetta romana

Avana, Tardivo di Ciaculli
Chinotto Comune

CNR P9, Scillipoti, Continella
Marsh Seedless

Consolei, AA CNR 12, AA CNR 30, AA CNR 31, AA
CNR 32

CNR P6

Arancio pinocchio

Dweet tangor

Meyer lemon

Kumquat oval

Source : Carimi et al. (2001)
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Chapitre IV : L’embryogenese somatique a partir de la culture de style et

stigmate in vitro.

L’embryogenese somatique a partir de la culture de style et stigmate in vitro (Carimi et
al., 1995), est une technique de multiplication et d'assainissement récente, tres efficiente dans
I’éradication des pathogenes de la plupart des especes d’agrumes infectées a 1'exception des
clémentines. Elle permet de régénérer un nombre important de plants sains a partir de
différentes lignées embryonnaires sans I’induction de variation somaclonale (D'Onghia et al.,

1997).

D’Onghia et al. (2000a) ont rapporté que par 1’utilisation de cette technique, plusieurs
maladies de dégénérescence affectant les agrumes ont été éradiquées a 100 % telles que la
psorose écailleuse, la panachure infectieuse, 1I’exocortis, la cachexie, la concavité gommeuse

I’impietratura et le cristacortis.

Selon Carimi (2005), le pourcentage des explants embryogéniques differe selon les
génotypes et varie entre 0 % et 58 %. Une bonne aptitude a I’embryogenese somatique a été
observée chez C. limon, C. sinensis et C. reticulata. Cependant, d’autres especes comme le
C. paradisi «pamplemoussier» et le Fortunella margarita «Kumquat» ont montré un potentiel
embryogénique faible par raport a d’autres especes telles que les «clémentines» C. othaitensis

et le «pomelo» C.maxima. Ces dernieres se sont montrées récalcitrantes a ce processus

morphogénétique.

La formation de cellules embryogénes ou d’embryons somatiques dépend du choix de
I’explant. L’embryogenese survient plus rapidement dans les cals provenant d’explants
juvéniles, tandis que le potentiel embryogénique des explants de fleurs «Style et stigmate» ou
de fruits «d'ovules non développés» ne contenant pas de cellules juvéniles diminue

considérablement (Carimi, 2005).

L’un des facteurs limitant de 1‘embryogenese somatique, particulierement a partir de
différents tissus floraux, est I’explant mis en culture. Selon Meziane (2006), les fleurs comme
source d’explants doivent étre fraichement collectées avant leur ouverture et conservées a 4°C

pour une période maximale de 20 jours avant leur utilisation.

La fidélité génétique des plants régénérés est souvent limitée en raison de leur réversion
morphologique a I'état juvénile. D’Onghia et al, (2000a) ont rapporté que les plants

d’agrumes régénérés par la culture de style et stigmate in vitro expriment plusieurs caracteres
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des plants issus de semis. Les plants régénérés perdent leurs caracteres juvéniles soit apres
une année de culture en conditions de serre soit apres greffage sur un porte-greffe ou d’un

écusson de bourgeon sans épines.

Dans ces conditions, la fructification est initiée apres 3 années de la culture initiale.
Ainsi, les fruits produits par les plants régénérés in vitro produisent des fruits identiques a

ceux produits par les plants meres.

IV.1. Les principales étapes de I’embryogenese somatique a partir de la culture

de style et stigmate in vitro

Le protocole de I’embryogenese somatique a partir de la culture de style et stigmate in

vitro (Figure 16) a été mis au point par Carimi et al. (1995).

Figure 16 :Etapes de I'embryogenese somatique a partir de la culture de stigmate et style

n vitro

A) fleurs fermées ; B) pistil séparé de 1’ovaire ; C) mise en culture de style/stigmate ;
D) formation de cal ; E) Formation d’embryons somatiques ; F) Germination
d’embryon somatique ; G) mini-greffage in vivo des plantules régénérées pour

acclimatation (Carimi, 2003).
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Toutes les étapes de la technique, de la mise en culture in vitro du pistil jusqu’a la
différenciation embryonnaire, la germination d’embryons et la conversion des embryons
somatiques en plantules, ont été réalisées dans un environnement hautement stérile sous une
hotte a flux laminaire. La phase d’acclimatation des plants régénérés est réalisée par greffage
des vitroplants sur C. aurantium le «bigaradier» porte-greffe 4gé de 4 a 6 mois, selon le

protocole décrit par De Pasquale et al. (1999).

Cette technique a permis de régénérer des plants d'agrumes sains et génétiquement
identiques a la plante mere (D'Onghia ef al., 2000a ; De Carimi et al., 1995; Pasquale et al.,
1994). C’est une voie de régénération tres efficace qui a permis 1’éradication de nombreux
pathogenes agents de graves maladies de dégénérescence affectant les agrumes tels que le

CTV, le CPsV, le CVV et le CEVd (Caruso et al., 2000).
IV.1.1. Milieu de culture

Selon Duran-Vila et al. (1989), habituellement chez les agrumes, la composition des
milieux de culture in vitro utilisée est a base de macro et microéléments MS (Murashige et
skoog, 1962). Ce dernier est caractérisé principalement par une teneur en sels minéraux, en
particulier le potassium, et par une concentration élevée en azote (60méq/l sous forme de
nitrate et d’ammonium) dont 1/3 apporté sous forme réduite (ions NH*"); le rapport nitrate /
ammonium est tres favorable a 1’induction de 1’embryogenese somatique (Del Vesco et

Guerra, 2001). L’ extrait de malt et le saccharose sont utilis€s comme source de carbone.

Le carbone est un élément favorisant 1’induction de 1’embryogenese somatique en
qualité et quantité (Iraqi et al., 2005 ). Effectivement, Carimi (2003) confirme que les fortes
concentrations de saccharose chez les agrumes permettent d’augmenter les chances de

formation d’embryons somatiques.
IV.1.2. Conditions de culture

Tan et Qian (1988) ont rapporté que les conditions environnementales des cultures
(température, lumiere, atmosphere, etc.) peuvent influencer fortement la prolifération
cellulaire au cours de la callogenese ainsi que I’embryogenese somatique chez diverses
plantes. L’induction de la callogenése et de I’embryogenese somatique chez les agrumes est
obtenue par le maintien des cultures a une température de 25 + 2°C sous une photopériode de
16 heures avec un éclairement de 30 2 60 pmol m™S™ fourni par des tubes fluorescents

(Duran-Vila et al., 1992 ; Carimi, 2003).
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IV.1.3. Les régulateurs de croissance

L’auxine est un facteur important pour déclencher le processus conduisant a la
formation d’embryons somatiques. Au cours de la premiere phase de culture, une auxine :
I’acide 2-4 dichlorophenoxyacétique (2-4D) est souvent utilisée. D’autres auxines telles
I’ANA et I’AIA peuvent étre employées. Pendant cette période, les cellules se divisent et en
cas d’évolution favorable, on observe des amas globulaires ou amas proembryogenes. Apres
cette phase d’induction embryonnaire, le transfert des cultures sur un milieu sans auxines

permettra le développement des embryons (Boulay, 1993).

Chez la majorité des ligneux, une cytokinine (BAP ou K) est nécessaire au
développement des embryons jusqu’au stade cotylédonaire (Féraud- Keller et Espagnac,
1989). Selon Carimi (2001), I’initiation de I’embryogenese somatique a partir des tissus
floraux des agrumes par 1’addition des vitamines et ’hormone de croissance la BAP (6-
benzylaminopurine 1) est d’'une importance fondamentale, cette derniere favorise la croissance

des cellules et leur différenciation.
IV.2. Fidélité génétique des plants d’agrumes régénérés

L'embryogenese somatique est un outil treés précieux qui aboutit a une multiplication
conforme (Quashie et Koukou, 2009) en peu d'espace et en un intervalle de temps
relativement court par rapport aux techniques classiques de la propagation. Seulement, la
culture in vitro des tissus végétaux, induit des altérations génotypiques et phénotypiques chez
les plants régénérés (Kaeppler er al., 1998). De ce fait, on assiste a 1’apparition de clones non
conformes (morphologiquement et physiologiquement) qu'on désigne sous le terme de
vitrovariants (Demarly et Sibi, 1989) ou variants somaclonaux (Larkin et Scowcroft, 1981).
Ce phénomene, constitue une véritable limite au développement de la multiplication

végétative par I’embryogenese somatique.

Le terme de variation somaclonale a été évoqué pour la premiere fois par Larkin et
Scowcroft (1981). Ces deux auteurs, lors de la mise au point d’un test de résistance de la
canne a sucre a un pathogene, faute de plants sensibles disponibles, utiliserent des clones
régénérés in vitro a partir de parents sensibles. Ils constateérent alors que certains des plants
s’avéraient résistants, alors qu’ils n’avaient précédemment pas été en contact avec le

pathogene (Beulé, 20006).
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De nombreuses études ont été menées mettant en évidence différents types de variations
(Larkin et Scowcroft, 1981 ; Karp, 1989; Phillips et al, 1991). Celles-ci est le résultat de
l'expression de genes instables (Buiatti, 1977) d'extinction ou de réactivation de genes

(Siminovitch, 1976) et d'activation de transposons (Peshke et al., 1991).

De nombreuses hypotheses ont été énoncées pour identifier les facteurs responsables de
ces variations (Sané, 1998). Dans certains cas, c’est des modifications caryotypiques
provoquées par les changements de niveau de ploidie fréquents chez les végétaux (Mouras et
Lutz, 1980). Dans d'autres cas, on assisterait a une dérive progressive des tissus en
culture(Meins et Binns, 1977; Besseet al., 1992). Karp (1991) rapporte que les conditions de

culture peuvent induire des variations somaclonales

Afin d’évaluer la conformité génétique des plants régénérés, différentes méthodes sont
utilisées a savoir la numération chromosomique et cryométrie en flux (quantification de

I'ADN nucléaire) (O’Brien et al., 1996).

Pour la caractérisation moléculaire des plants régénérés in vitro, plusieurs méthodes
sont appliquées a savoir les microsatellites, la technique AFLP (Amplified Fragment
téchniques moléculaires Length Polymorphism) (Vos et al., 1995), RAPD (Polymorphisme
d'amplification aléatoire de I'ADN), RFLP (le polymorphisme de longueur des fragments de
restriction) et I’Inter Simple Sequence Repeats (ISSR) (Martins et al., 2004).

Selon Siragusa et al. (2007), de nombreux auteurs ont rapporté que la régénération des
plants d’agrumes via 1’organogénese et I’embryogenese aboutit a la production de variants.
Chez les mono-embryonnés 29% des plants régénérés par I’embryogenese somatique a partir
de la culture du nucelle, présentent un phénotype anormal, tandis qu’aucune modification
phénotypique n’été observée chez les plants régénérés a partir des agrumes polyembryonnés

(Navarro et al., 1985).

Aucune modification morphologique ni changement dans le nombre de chromosomes
n’ont été observés chez 1’ensemble des plants régénérés a partir des plants avec différents

ages de C. acida Roxb. Calli (Chakravarty et Goswami, 1999).
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Chapitre V : Matériel et Méthodes.

Introduction

L'embryogenese somatique est un processus biologique qui aboutit a 1’obtention d'un
nombre illimité d'embryons a partir d'une cellule ou d'un groupe de cellules somatiques (Jain
et Gupta, 2005). C’est une méthode de multiplication végétative qui permet de régénérer a
partir d’un seul explant, un grand nombre d’embryons somatiques, lesquels deviendront des

plants dont le génotype est identique a la plante mere source (Treblay et al., 2007).

L’embryogenese somatique a partir de la culture de style et stigmate in vitro s’avere une
excellente technique pour I’élimination des différents pathogenes affectant la plupart des

especes des genres Citrus (D’Onghiaet al., 2000a).

L’ Algérie détient une collection variétale d’agrumes composée de 256 variétés/clones,
ce qui représente un patrimoine génétique inestimable (Larbi et al, 2009). Cependant,
plusieurs maladies dues aux virus et virus similaires affectant les agrumes en Algérie ont été

signalées par Bove (1995).

Les infections induites par Citrus tristeza Virus (CTV) sont les plus dangereuses. Ils ont
été signalés par Larbi et al. (2009) sur le mandarinier et I’oranger, ces derniers sont utilisés
comme plants meres et conservés a Beni Tamou (Blida) au niveau de la station de 1’Institut

Technique de I’ Arboriculture Fruitiere et de la Vigne (ITAFV).

En plus du CTV, les autres agents de maladies de dégénérescence sont redoutables et
constituent une vraie menace. C’est la raison pour laquelle un programme de production des
plants sains de différentes especes d’agrumes a été lancé récemment. La difficulté
d’éradication de certains pathogenes, affectant ces spéculations par les techniques
conventionnelles, fait de I’embryogenese somatique a partir de stigmate et style une bonne

alternative aux autres techniques d’assainissement.

L’objectif de ce présent travail est I’application de I’embryogenese somatique a partir de
style et stigmate pour la régénération et 1’assainissement de nombreux génotypes d’agrumes
de la collection nationale, maintenue a I'ITAFV, ainsi que 1’évaluation du potentiel

embryogénique des génotypes autochtones algériens.
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Plusieurs travaux publiés et non publiés de Carimi et al, (1994) sur I’application de
I’embryogenese somatique sur différentes especes d’agrumes du genres Citrus ont rapporté
I’effet marquant de I’hormone de croissance BAP dans I’induction de la callogenese et

I’embryogenese somatique.

Suite a I’indisponibilité de boutons floraux fermés fréquemment et au taux important de
contaminations lors de la stérilisation du milieu de culture et des explants pendant les
premieres années de notre étude, I’expérimentation s’est déroulée sans le témoin qui est le

milieu MS sans hormone.

Ce présent travail a été réalisé au sein de différents laboratoires selon leurs
compétences. L’évaluation de 1’état sanitaire des plants meres et des plants régénérés a été
effectuée dans le laboratoire de virologie a I’IAM de Bari Italie. Les techniques de culture in
vitro a savoir toutes les étapes de I’embryogenese somatique a partir de la culture de style et
stigmate ont été réalisées au niveau du laboratoire des cultures in vitro de 'ITAFV Alger, et

I’acclimatation a été réalisée au niveau des serres d’acclimatations de 1’IAM de Bari.

La derniere partie de cette investigation qui consiste a 1’évaluer la conformité génétique
des plants d’agrumes régénérés, a été effectuée dans le laboratoire du centre des recherches

génétiques de Palerme, Italie.
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V.1. Origine du matériel végétal

Durant la période de pleine floraison et avant I’anthese, les boutons floraux (Figure 17)
de 35 variétés appartenant aux sept especes d’agrumes des genres Citrus (Tableau IV) ont été
collectés a partir des vergers de la collection nationale des agrumes détenue par 1’Institut
Technique de 1’Arboriculture Fruitiere et de la Vigne (ITAFV) localisés a Halouiya

Commune de Boufarik, Blida et commune de Tessala El Merdja, Alger :
e Citrus sinensis (L.) Osbeck ;
e C. limon (L) Burm ;
e (. reticulata Blanco ;
* (. paradisi Macfad ;
e (. reshni Hort. ex Tan. ;
e C. jambhiri Lush;

e C. maxima (Burm.) Merrill.
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Figure 17 : Boutons floraux des différentes especes d’agrumes

a) C. limon (L.); b) Citrus sinensis (L.) ; ¢) C. reticulata ; d) C. paradisi.
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Tableau IV : 35 génotypes des différentes especes d’agrumes testées par la culture de

style/stigmate in vitro.

Espece Variétés Espece Variétés

C. jambhiri Rough lemon C. reshni Cleopatra mandarin

C. limon Béni Abbes * C. reticulata Mandarine de Blida*
Bornéo Mandarine Temple

Citronnier Palerme
Citronnier secile
Dellys*

Eureka

Eureka Maroc
Femminello
Lisbon 16

Lisbon 6

Lunario

Poire de Commandeur

Pam Américain

C. maxima Pomélo Royal
Pomélo Ruby
C. paradisi Pamplemoussier

a chaire rose

Pamplemoussier commun

C. sinensis

Alger navel*

Djirid*

Double fine améliorée
Golden Bucky
Maltaise de Tunisie
Oranger de bey*
Oranger de Blida*
Oranger sidi Ali*

Sanguine de Biskra*

Shamouti Skikda*

Shamouti station *

Thomson navel

Washington navel

Metidja Navel*

*  Génotype autochtone

V.2. Evaluation de I’état phytosanitaire
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Avant I’application de I’embryogenése somatique, 1’état sanitaire du matériel végétal a
savoir, les plants meres (fleurs sources d’explants, feuilles et tissus phloematiques) ont été

évalués.

Aussi, toutes les plantes régénérées in vitro a partir des génotypes infectés sont testées
pour I’estimation de leur taux d’assainissement par I’embryogenese somatique a partir de la

culture de style et stigmate.
V.2.1. L’indexage biologique

Il est réalisé en greffant différents tissus (bourgeons, morceau de feuille ou d’écorce) des
plants a tester sur des indicateurs ligneux spécifiques pour chaque maladie (Tableau V). Des
symptomes typiques pour chaque pathogéne sont extériorisés a différentes températures

(Roistacher, 1991).

Tableau V : Liste des indicateurs ligneux utilisés pour 1’indexage biologique (Roistacher,
1991)

Température
Maladie Plante indicatrice
0O
Cédratieretrog (C. medica)
Infectious variegation
Volkameriana 22 a24
(CVV)
(Citrus lemon X Citrus aurantium,)
Tristeza Lime mexicaine
22 224
(CTV) (Citrus aurantifolia)
Psorosis Oranger doux Madame vinous
22224
(CPsV) (C. sinensis)
Cachexia Cédratier etrog ( C. medica)
32a34
(CCaVd)
Exocortis Cédratier etrog ( C. medica)
32234
(CEVd)
Stubborn Oranger doux Madame vinous
32a34
(Spiroplasma citri) (C. sinensis)

V.2.2. Les techniques sérologiques
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a. DAS ELISA (Double Antibody Sandwich - Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)

Cette méthode a été utilisée selon le protocole décrit par Djelouah et al. (2000) avec
I’utilisation d’anticorps polyclonaux spécifiques aux virus de la tristeza (CTV) et de la

psorose (CPsV) (Kit commercial, Agritest-Italie) et des tampons approprié€s (Annexe 1).

Les extraits des plants ont été obtenus par broyage de tissus phloematiques pour le CTV
(0,5 g de nervures foliaires ou pétioles et pistil) dans un tampon d'extraction et de feuilles
matures pour le CPsV. La sensibilisation des plaques ELISA a été effectuée par I’utilisation

d’anticorps polyclonaux(concentration 1/1000), a raison de 100 pl/puit.

Apres une période d’incubation de 2h a 37°C, la plaque a été lavée 3 fois avec un

tampon de lavage.

Un échantillon de 100 pl/puit d’extraits de plants a tester a ét€ déposé, puis incubé a
4°C toute la nuit. Les plaques ont subi 3 fois un lavage, puis des anticorps polyclonaux
conjugués a la phosphatase alcaline (1/1000) ont été ajoutés. Les plaques ont été incubées a

37°C pendant 2 heures.

Pour la révélation, une solution contenant 1 mg de P-nitrophényl phosphate\lml de
tampon du substrat a été ajoutée a la plaque a raison de 100 pl /puit, et ’incubation a été
effectuée a température ambiante pour une durée de 1 h a 2 h. Finalement, la densité optique
des échantillons (D.O) a été mesurée a 1’aide d’un lecteur ELISA a une longueur d’onde A:

405 nm.
b. TAS-ELISA (Triple Antibody Sandwich)

Cette méthode a été utilisée selon le protocole décrit par Cambra et al.(1995), pour la
détection du virus de la panachure infectieuse des agrumes (CVV). Dans ce contexte un Kit
commercial ELISA produit par I’Unité de Controle des Plantes des domaines agricoles au

Maroc a été utilisé,

Des anticorps polyclonaux spécifiques au CVV (concentration de 1/1000 ont été utilisés
a raison de 100 pl \ puit pour sensibiliser les plaques ELISA. Ces dernieres ont été incubées a
37°C pendant 4 h. Apres incubation les plaques ont été lavées 3 fois avec un tampon de

lavage (Annexe 1).

Les extraits des plants ont été obtenus par broyage de tissus foliaires dans un tampon
d'extraction (Annexe 1) puis 100 pl ont été déposés dans chaque puits des plaques ELISA et

incubés a 4°C pendant toute la nuit.
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Apres une série de trois lavages, des anticorps monoclonaux (dilution 1/1000 dans le
tampon de conjugaison) ont été ajoutés a la plaque (100 pl \ puit) et incubés a 37°C pendant
4h.

Le second anticorps anti-IgG extrait a partir de souris (1\1000) couplées a la
phosphatase alcaline a été ajouté et la plaque ELISA a été incubée a 37°C pendant 4 heures.
Finalement, 100 pl d’une solution contenant 1 mg de P-nitrophényl phosphate\ 1ml de tampon
du substrat ont été ajouté dans chaque puit des plaques ELISA. La lecture de la plaque a été

effectuée toutes les 30 minutes par un lecteur ELISA, a une densité optique a 405 nm.
V.2.3. Les techniques moléculaires

V.2.3.1. Détection des viroides

Test RT-PCR

Ce test a été utilis€é pour la détection moléculaire des viroides des agrumes. Les
échantillons a tester ont été collectés en plein champ, puis inoculés sur cédratier etrog et

diagnostiqués par Multiplex RT-PCR selon le protocole décrit par Wang et al., (2009)
Extraction des acides nucléiques

Un échantillon de 5-10 mg de tissus foliaires a été trituré par I’utilisation de I’azote
liquide, puis broyé avec un pilon en plastique stérile (BioRad)et transféré dans des tubes
eppendorf de 1,5 ml, et homogénéisé avec 60 ul de tampon TES (100 mM Tris - HCI, 2 mM
EDTA et 2% (p/v) SDS) et 60 ul d'une solution composée d'eau saturée de phénol/
chloroforme/isoamyl-alcool (25:24:1 v/v/v) .Les échantillons homogénéisés ont été incubés
dans un bain Marie a 70 °C pendant 5-10 min, suivie d'une centrifugation a 12.000 g pendant

5 min.

Pendant ce temps, une ouverture a été réalisée avec une aiguille de calibre 25 sur le fond
d'un tube eppendorf de 0,5 ml. Cette derniere a été fermée en utilisant une petite quantité de
billes de verre (425 pM -600, Sigma) dans le tampon TNE (10 mM Tris-HCI, 100 mMNaCl, 1
mM EDTA). Cette mini-colonne a été ensuite remplie par une suspension de Sephadex G-50-
80 (Amersham Biosciences) équilibrée au préalable avec du tampon TNE- a l'intérieur d'un
tube de 2,2 ml et centrifugé a 5.000 g pendant 3 min. La mini-colonne a ensuite été placée
dans un tube eppendorf stérile de 1,5 ml et 40 ul de la phase aqueuse de 1'extrait obtenu a été

transférée dans la matrice et le culot a été éliminé.
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Enfin, la mini-colonne a été centrifugée a 5000 g pendant 4 min pour récupérer la
solution éluée (environ 20 a 80 ul). Les acides nucléiques totaux extraits ont été directement

utilisés pour la RT-PCR ou conservés a -20 ° C.
Synthese de l'ADN complémentaire et la réaction en chaine par polymérase

Les amplifications ont été réalisées dans un volume total de 10 ul, utilisant le systeéme
SuperScript one step RT-PCR avec un kit PlatinumTaq ADN polymérase (Invitrogen). La
réaction a été effectuée avec une mixture de toutes les paires d'amorces spécifiques aux
viroides a détecter (Tableau), a une concentration finale de 0,2 uM a l'exception des amorces

CEVd (0,5 M) et HSVd (0,1 uM).

Le protocole one step RT PCR consistait en une réaction incluant 1 pl d’acide nucléique total
et 9 ul de la mixture RT-PCR contenant: 5 ul de tampon 2X, 0,4 ul 50 mM MgS0O4, 0,25 ul
de 10 mMdNTPs 0,4 ul 100 mM;DTT 2 pl cocktail d'amorces, 0,4 ul de RT-Taq, 0,55 ul
d'eau stérile. Par contre les conditions idéales pour la multiplex RT PCR consistait en une
incubation initiale a 50 °C pendant 30 min pour la synthese d'ADNc, suivie de dénaturation
initiale a 94°C pendant 2 min., suivi de 35 cycles de 94 °C pendant 30s, I'hybridation des
amorces a 58 °C pendant 30s et I'extension d'amorces a 68 °C pendant 45 s, suivie d'une

extension finale a 68 °C pendant 7 min.
Tableau VI : Liste des amorces de la multiplex RT-PCR.

R: amorce antisense, F: amorce sense,

Amorces Séquence 5°-3’ (Paire de bases)
CEV-R CCGGGGATCCCTGAAGGACTT 371

CEV-F GGAAACCTGGAGGAAGTCGAG

HSVd-R CCGGGGCTCCTTTCTCAGGTAAGT 302

HSVd-F GGCAACTCTTCTCAGAATCCAGC
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V.2.3.2.Détection dun Spiroplasma citri
Test PCR

Cette technique a été réalisée en utilisant des amorces spécifiques désignées sur la
séquence du gene P58 « putative adhésion multigéne », et du gene de la spiraline, suivant le

protocole décrit par (Foissac et al., 1996 ; Yokomi et al., 2008).
Extraction de PADN

L'extraction d'ADN a été effectuée par I'utilisation du bromure de cétyltriméthyl-

ammonium (CTAB) selon le protocole décrit par Doyle et Doyle (1990).

Une quantité de 300-500 mg des tissus de columelle de fruit, a été€ broyé et homogénéisé
dans des sacs d'extraction Bioreba contenant 1:10 m/v de tampon d’extraction CTAB),
successivement et 2 ml du broyat ont été transférés dans des tubes eppendorf ; puis les
échantillons ont été chauffés a 65° C pendant 30 minutes, suivie d'une centrifugation a 10000

rpm pendant 5 minutes.

Apres centrifugation, 1 ml de solution obtenue a été transtéré dans un nouveau tube
eppendorf de 2 ml, en évitant de transférer les débris de tissus végétaux, ensuite 1 ml de

chloroforme alcool isoamylique 24:1 a été ajouté et bien mélangé par agitation.

Une autre centrifugation a été effectuée a 13000 rpm pendant10 minutes. Une quantité
de 750ml de surnageant a été prélevé et transféré dans un microtube de 1,5 ml et 450ml
(environ 0,6 V) d'isopropanol froid a été ajouté, puis mélangé 2 fois par inversion et incubé a

-20 °C pendant 30 a 60 minutes pour la suspension.

Apres l'incubation, les tubes ont été centrifugés a 13000 rpm pendant 10 mn et le
surnageant a été décanté. Les culots ont été lavés avec 1 ml d'éthanol a 70% et centrifugé a
13000 g pendant 10 min, puis séchés a l'air libre et remis en suspension dans 100 pl de
tampon TE, la concentration finale en acides nucléiques a été déterminée a l'aide d’un

spectrophotometre.
PCR Conventionnelle

Les analyses PCR ont été effectuées en utilisant différentes paires d'amorces (Tableau
VII). la premiere paire d'amorces utilisés pour la détection de S. citri, a été concue sur un gene

codant la protéine majeure du spiroplasma citri : la spiraline (Foissac et al., 1996). Par contre

51



Partie expérimentale Chapitre V: Matériel et Méthodes

la seconde paire d’amorces P89 a été concue sur le geéne codant une protéine putative
d’adhésion, présente en copies multiples sur les plasmides pScil-5 et impliquée dans le
mécanisme d’adhésion du S. citri aux cellules de 1'insecte (Yokomi ef al., 2008) ; ceci
permettant de confirmer la présence du S. citri en cas d’infectionafin de surmonter les
limitations des amorces spiraline pour la détection de S. citri. C’estl'outil le plus efficace pour

la détection de S. citri sur le terrain.

Tableau VII:Paires d’amorces utilisées pour la PCR.

Amorce séquence (5"to3") Gene cible Référence

Spiralin-f GTCGGAACAACATCAGTGGT ol (Foissac et al., 1996)

Spiralin-r TGCTTTTGGTGGTGCTAATG

. Géne
P89-f ATTGACTCAACAAACGGGATAA Poatif (Yokomi ef al., 2008)
P89-r CGGCGTTTGTTTGTTAATTTTTGG d'adhérence

Le protocole de PCR incluait une réaction composée de 1,5 ul d’acide nucléique total
dans 20 pl de la mixture PCR contenant, le tampon 1X dreamTaq, 0,4 pl de chacun des
dNTPs (Sigma) 10 mM, 10 puM des amorcessens et antisens et 0.1 pl de DreamTaq
polymérase. Les réactions ont été réalisées dans un thermocycleur comme suit : dénaturation
a 95°C pendant 5 min, suivi de 40 cycles de 95 °C pendant 30s, I'hybridation des amorces a
(54-56°C) pendant 30s et I’extension d'amorces a 72 °C pendant 90 s, suivie d'une extension

finale a 72 °C pendant 5 min.

Les produits amplifiés par PCR ont été analysés par électrophorese sur gel d'agarose
1,2% colorés avec du bromure d'éthidium. L’identification des bandes a été déterminée par
comparaison avec les produits obtenus avec le témoin positif et a 1’aide d“un marqueur

moléculaire de 100pb (Promega).

L’électrophorese a été effectuée dans le tampon TAE 1X a 100 volts pendant 40 min.

Les profils de bandes ont été observés sous UV apres coloration au bromure d'éthidium.
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V.3. Technique de I’embryogenese somatique a partir de style et stigmate
V.3.1 Préparation du milieu de culture.

Style et stigmate sont ensemencés sur un milieu de base MS (4,3g/1) (Murashige et
Skoog, 1962) enrichi par des vitamines (Sigma 1000X 1ml/l), saccharose (50g/1) source de
carbone, (0,5 g/l) d’extrait de malt composant ayant un effet positif sur le développement des
agrumes in vitro (Beloualy,1991) (8g/1) d’Agar pour solidifier le milieu et une hormone de

croissance BAP (6-benzylaminopurine ) (3mg/l) qui est ajoutée avant autoclavage du milieu.

Avant stérilisation dans 1’autoclave, le pH du milieu est ajusté a 5,7+0.1et par la
suite mis a 1’autoclavea une température de 121° C pendant 20 min sous une pression de 2
bar. Ainsi stérilisé, le milieu est écoulé dans des boites de Pétri (100 mm /@) a raison de
20ml/ boite, ensuite scellées par du Parafilm M et conservées dans le laboratoire a

température ambiante.
V.3.2 Préparation de I’explant

Dans des conditions hautement stériles et sous une hotte a flux laminaire, les explants

sont préparés et mis en culture selon les étapes suivantes (Carimi et al., 1999)
a. Stérilisation des fleurs

Les fleurs utilisées pour I’embryogenese somatique ont été collectées avant leur
ouverture afin d’éviter 1’introduction des solutions stérilisantes a I’intérieur durant 1’étape de
la stérilisation. Une partie des fleurs a été utilisée directement par la culture de stigmate et
style, I’autre partie a été conservée a 4°C dans des boites de Pétri stériles scellées avec du

Parafilm M pour une période de 2 a 3 jours en attendant leurs utilisations.

Sous une hotte a flux laminaire, les fleurs sont stérilisées par immersion durant Smn
dans une solution d’éthanol (70% v/v d’eau). Apres trois rincages (3mn) avec de 1’eau
distillée stérile, les fleurs sont traitées pendant 20mn avec une solution d’hypochlorite de

sodium (20% v/v d’eau) et rincées par la suite pendant 5 mn avec de 1’eau distillée stérile.

En fin de stérilisation, les fleurs sont étalées pour séchage sur un papier buvard stérile

pour une période de 10 a 15 mn.
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b. La mise en culture de stigmate et style

Dans des conditions aseptiques, stigmate et style sont mises en culture in vitro selon

le procédé suivant :
= Les fleurs sont ouvertes a I’aide d’une pince et scalpel stériles.

= Stigmate et style sont séparés de 1’ovaire par une coupe longitudinale a I’axe

perpendiculaire (Figure 17a).

= Le stigmate et style sont placés verticalement dans des boites de pétri, la surface de la
coupe en contact avec le milieu de culture. Ce contact de I’explant avec 1’hormone de
croissance incorporée dans milieu est nécessaire. Cinq explants sont placés dans
chaque boite de Pétri (100x 15mm) (Figure 17 b). Six répétitions sont effectuées pour

chaque boite de pétri\génotype.

= Les cultures sont placées dans une chambre de culture a une température de 25 + 1° C

avec une photopériode de 16 heures.

Figure 18:La mise en culture du style et stigmate in vitro

a) Stigmate et style séparés de I’ovaire ; b) Culture de stigmate et style

c. Subcultures
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Selon le protocole décrit par Carimi en 2005, périodiquement apres 4 - 6 semaines de la
culture initiale, des subcultures de cals sont effectuées dans des milieux de la méme
composition décrite ci-dessus. Dans le cas de la formation d’embryons somatiques, ces

derniers sont transférés dans un milieu de culture sans 1’hormone BAP.
V.3.3.Régénération de plantules

Apres germination des embryons somatiques, ces derniers sont transférés dans des tubes
a essai contenant 20 ml de milieu sans hormone a raison d’un embryon/tube. Les tubes avec
plantules régénérées sont transférés pour incubation dans une chambre de culture a une
température de 25 £ 1°C avec une photopériode de 16 heures pour une période de 2 a 3 mois.

Période durant laquelle les plantules régénérées atteignent 5 a 7 cm de long (Carimi, 2005).
V.3.4. Acclimatation

Apres 2 mois d’incubation dans des tubes a essai, les plantules régénérées sont retirées

des tubes a essai et minigreffés sur des portes-greffes de Citrange troyer agés de 3 a 4 mois.

Apres greffage, les plantules sont recouvertes par des sacs en polyéthylene pour le
maintien de ’humidité et favoriser la réussite du greffage, par la soudure du greffon au porte-

greffe.

Les plantules ainsi greffées sont transférées sous serre vitrée a 25 = 1°Cpour
acclimatation. Un mois apres la réussite du greffage, les sacs en polyéthylene sont retirés pour

permettre aux plantes de continuer leur développement.
5.3.5. Diagnostic phytosanitaire des plantules régénérées

L’ensemble des embryons et plantules régénérées sont testés par les différentes
techniques de diagnostics (sérologique, moléculaire et biologique) utilisées pour les plants
meres source d’explants afin d’évaluer leur état sanitaire ainsi que leur niveau

d’assainissement par la technique d’embryogenése somatique a partir de style et stigmate.

55



Partie expérimentale Chapitre V: Matériel et Méthodes

5.3.6. Analyse des résultats

Les explants (stigmate\style) des 5 especes d’agrumes avec les différents génotypes ont
été suivis régulicrement afin d’évaluer la période d’induction de la callogenese et la formation

des premiers embryons somatiques.

Un dispositif expérimental aléatoire a été réalisé. Chaque boite de Pétri contient 5
explants\ génotype et 6 répétitions ont été retenues pour chaque boite a savoir 30 explants

pour chaque génotype.

L’effet génotypique a été évalué par une analyse de la variance (ANOVA) avec une

probabilité de (p=0,01).
V.3. Evaluation de la conformité génétique des plants d’agrumes régénérés

Afin d’analyser la variabilité génétique des plants régénérés, une technique basée sur
I’ADN a savoir des marqueurs de type "empreintes génétiques" ISSR (Inter Simple
SequenceRepeats) a été utilisée pour détecter le polymorphisme chez les différents génotypes

régénérés.

L'ADN total a été extraite des jeunes feuilles collectées a partir de pieds meres cultivés
en plein champ (pour la plante mere/clones primaires) et de plantules régénérées in vitro par
I’embryogenese somatique a partir de la culture de style et stigmate. Les plantes meres et une
quinzaine de régénérants, obtenus a partir de différents cals embryogenes, ont été sélectionnés
pour I’évaluation de la stabilité génétique (la conformité génétique). Des plantules de deux
especes avec différents génotypes ont été analysées a savoir le C. limon (Dellys, Bornéo, Beni

Abbés) et le C. sinensis (Washington Navel, Metidja Navel).
V.3.1. Extraction de ' ADN génomique

Les échantillons foliaires ont été surgelés avec de I’ Azote liquide (N,) et conservés a -
80°C jusqu'a I’analyse. Les tissus végétaux ont été broyés dans des mortiers stériles et I’ADN

génomique a été extraite suivant le protocole CTAB décrit par Doyle et Doyle (1990).

La concentration en ADN cible obtenue a partir de chaque échantillon a été quantifiée
moyennant la mesure de I’absorbance a une longueur d’onde A: 260 nm, a ’aide d’un
spectrophotometre (Sambrook et al., 1989). Par la suite, la qualité de I’ADN extraite a été

évaluée par une électrophorese sur gel d’agarose 1%.
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V.3.2. Protocole d’extraction de ’ADN totale

L’extraction de I’ADN totale a été effectuée a l'aide du tampon CTAB (Cetyltrimethyl
ammonium bromide) (Annexe 2) selon la méthode décrite par Doyle et Doyle (1990). Un
volume de 800 ul du tampon CTAB (2% CTAB, 1,4 M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-
HCI, pH 8.0, 2% mercaptoethanol) a été chauffé a 60°C, additionné au broyat de feuilles et
mélangé vigoureusement a l'aide d’un vortex. Le mélange a été ensuite incubé a 60°C pendant

20 min.

V.3.3. Purification de ’ADN

Les protéines ont été éliminées a l'aide d'un mélange de phénol/chloroforme/alcool
isoamylique (24: 25: 1). Par centrifugation a 15000 tr/min pendant 5 a 10 minutes, la

séparation entre la phase organique et celle aqueuse contenant I'ADN s’est réalisée.

Afin de faire la précipitation de I’ADN, la phase aqueuse a été additionnée d'un volume
égal d'isopropanol froid. Par la suite, le mélange a été placé dans la glace pendant 20 min,

puis centrifugée a 15000 tr/min pendant 8 min.

Le culot d'ADN a été lavé avec de 1'éthanol a 80% et séché au speed-vaccum. L'ADN
purifiée est alors diluée dans 50-100 ul d'eau ou du tampon TE (10 mM de Tris pH 8.0, 1 mM
EDTA). La pureté de I’ADN est vérifiée par électrophorese sur gel d’agarose a 1%. La
migration a été faite durant 40 min dans un tampon TBE (Tris 2 M, Acétate de sodium 1 M et
EDTA 50 mM pH 8.0) dilué au 1/50eme. Le gel a été coloré avec du Bromure d’Ethidium
(BET) et visualisé par des rayons UV.

V.3.4. L’empreintes digitales ISSR

Une douzaine d’amorces a été employée pour I’amplification de ’ADN (Tableau VIII)
(Fang et Roose, 1997). Dans un volume total de 25 pul, la réaction PCR a été composée d’un
cocktail de 20 mM Tris HCI (pH 8.4), 50 mMKCI, 2 mM MgCl2, 800 uM dNTPs, 0.5 uM de
chaque amorce (sens et anti-sens), 1 U Tagpolymerase (Invitrogen, Life Technologies), avec

20 ng d’ADN.

L’amplification génique par PCR a été effectuée grace a un thermocycleurGeneAmp
PCR System 9700 thermocycler (AppliedBiosystems), en utilisant une paire d’amorces
spécifiques (Fang et Roose, 1997) selon le programme suivant : une séparation initiale de

I’ADN double brins a 94°C pendant 5 min, suivie de 36 cycles d’amplification comportant
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une dénaturation a 94°C pendant 30 s, une hybridation a 47-52°C pendant 45 s et une
extension a 72°C pendant 120 s. Une étape d'élongation finale a 72°C pendant 10 min a été

également adoptée.

De chaque amplification, 25 pl de produits d’amplification ont été ensuite séparés par
électrophorese sur gel d’agarose a 1,5 % pendant Sh a 110 volts, contenant du 1X BET (45
mM Tris—borate, | mM EDTA) et 0.5 pg/ml de solution aqueuse de bromure d'éthidium. Les
bandes d'ADN sont visualisées et photographiées sous des rayons d’UV. La reproductibilité

des profils d'ADN a été confirmée en répétant les amplifications par PCR 3 fois.

Tableau VIII: Amorces utilisées pour 1’évaluation de la conformité génétique.

Nom Séquence T, (°C)
ENEA34 (ACC)sCC 56
ENEA36 CCA(TGA)sTG 56
ISSR1-6 (CA)RG 49
ISSR2+2b (AC)KRYG 53
ISSR3+3b (AG)YC 49
ISSR4+4b (AC)YA 49
ISSR5+5b (AC)YT 49
ISSR7-9 (AG)YT 49
ISSR8+8b (GT)sYG 56
ISSR10+10b (TCC)sRY 56
ISSR11+11b (GA)YC 56
ISSR12+12b GA)RYT, 49
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5.3.5. Analyse des résultats

Lors de I’analyse moléculaire, seules les bandes représentant des signaux
d'amplification commune dans I’intervalle de 200 pb a 2,6 kb ont été considérées, tandis que

les bandes de faible poids moléculaire ont été exclues.

Afin d’évaluer le polymorphisme génétique, les marqueurs ISSR ont été désignés par
(1) pour la présence et (0) pour I’absence de bandes. Tous les échantillons amplifiés par PCR
et provenant des plantules régénérées dans les mémes conditions de culture ont été déposés
pour migrer sur le méme gel, et confrontés aux produits PCR de la plante mere

correspondante pour leur comparer.

Indépendamment de la fréquence des alleles, le pourcentage de polymorphisme (P) a été

calculé selon la formule ci-dessous :
P = nombre de loci polymorphes / nombre total de loci

Toutefois, en vue de confirmer le polymorphisme obtenu, I’analyse PCR a été répétée et

I’ ADN des plantules polymorphes a été extraite et testée plusieurs fois.
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Chapitre VI : Résultats et discussion

VI.1. L’état phytosanitaire du matériel végétal utilisé
VI.1.1. L’indexage biologique

L’ensemble des génotypes sources d’explants «style\stigmate» utilisés pour
I’embryogenese somatique a été testé a travers I'utilisation des indicateurs ligneux qui ont
révélé la présence des agents pathogenes transmissibles par greffage tels que les virus et virus

similaires, viroides et autres.

Des symptomes spécifiques a 1’agent recherché ont été extériorisés a des différentes
températures telles que rapporté et décrit par Roistacher (1991) (Figurel7). Les résultats de

I’indexage biologique sont récapitulés dans tableau en annexe 2.

Cependant, certains indicateurs n’ont pas extériorisé des symptomes suite a 1’échec de
I’inoculation et dans certains cas a la détérioration de quelques échantillons destinés a

I’analyse lors du transport d’ Alger vers Bari en Italie.

Figure 19 : Symptomes observés sur les différents indicateurs inoculés

a) Eclaircissement des nervures de la lime mexicaine (CTYV) ; b) Feuille de chéne de Madame
Vinous (CPsV) ; ¢) Retarde de croissance et épinastie des jeunes feuilles de Cédratier etrog
(CEVA) ; d) Décoloration et retard de croissance des feuilles de Madame Vinous
(Spiroplasma citri); e) Décoloration et déformation des feuilles de Volkameriana (CVV).
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VI.1.2. Techniques sérologique «<ELISA»
VIL.1.2.1. Détection des virus

Plusieurs génotypes ont réagi positivement aux tests DAS-ELISA (CTV, CPsV) et TAS-
ELISA (CVV). Les résultats obtenus ont été confirmés par l’'indexage biologique des
échantillons collectés a partir des plants indicateurs inoculés. Plusieurs infections mixtes avec

dominance virale ont été détectées dans la plupart des génotypes (Tableau IX).

Tableau IX: Etat sanitaire des plants méres source d’explants (Style\stigmate) analysées par

le test ELISA.

Espéce Génotypes Virus Espece Génotypes Virus
C. maxima Pomélo Ruby CPsV Alger navel CTV, CPsV,
(Burm.)
Merrill
Béni Abbes CPsV Double fine améliorée CTV, CPsV
Bornéo Cvv . . Maltaise de Tunisie CTV
CPalerme  cvv  Csinensis (L) G006 de Blida CTV,
Osbeck
(E ) ’]’3’1’1‘;’; Dellys CTV Shamouti Skikda CTV, CPsV,
Eureka CVvVv Shamouti station CTV, CPsV,
Eureka CVvV Thomson navel CPsV
Maroc
Washington navel CTV, CPsV,
CVvVv
Metidja navel CVV, CTV,

VI.1.3. Les techniques moléculaires

VI1.1.3.1. Détection des viroides

Pour la détection des principaux viroides des agrumes, les 35 génotypes ont été testés
par Multiplex RT-PCR, sur les 3 plus importants viroides des agrumes (CEVd, CCaVd, CVd
1.

Le matériel végétal utilisé a été prélevé a partir de cédratiers Etrog inoculés par des plants
mere et maintenus a 34+1°C pour plus de 45 jours. Un important nombre d’especes se sont

révélés infectés par des viroides principalement 1’espece C.limon suivie par C. sinensis, C.
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reticulata et C.reshni respectivement (Tableau X).

Plusieurs viroides ont été détectés avec une dominance du Citrus exocortis Viroid (CEVd) et

Hop stunt viroid (HSVd) (Figure 20 et 21). Ceci pourrait s’expliquer par le fait que les

viroides sont transmis par greffage et leur dissémination se fait essentiellement par la

propagation végétative de matériel infecté ainsi qu’a l'utilisation des outils de coupe et de

taille non désinfectés. Ces pratiques culturales sont souvent a 1’origine de la forte infection de

nos vergers par ces maladies a viroides

Tableau X: Résultats de 1'utilisation de RT-PCR pour la détection des viroides chez les

plants meres source d’explants «Style\stigmate»

Espéce Génotypes Viroides Espéce Génotypes Viroides
Infection Infection
Béni Abbes HSVd, CEVd Alger navel CEVd
Metidja navel CEVd
Bornéo CEVd, HSVd Oranger de bey  CEVd
C.Palerme CEVd Oranger de CEVd
Blida
C.secile HSVd, CEvd,  C-sinensis (L)
a Osbeck
autres
viroides
C. limon (L.) Dellys C,EVd, HS.'VSI’ Sz.lnguine de HSVd,
Burm. d’autres viroides Biskra CEVd
Eureka CEVd, HSVd Shamouti station CEVd,
HSVd,
d’autres
viroides
Eureka CEVd C. reshni Cleopatra CEVd
Maroc Hort. ex Tan Mmandarin
Femminello HSVd, CEVd C. reticulata  Mandarine HSVd
Blanco de Bllda
Lisbon 16 viroides Mandarine viroides
Temple
Lisbon 6 viroides Pam Américain HSVd
Lunario HSVd, CEVd,
d’autres viroides
Poire de
Commandeur

viroides
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Figure 20 : Electrophorese sur gel d'agarose des Produits RT-PCR par I'utilisation des

amorcesspécifiques au HSvd

M : Marqueur 100pb (Promega); 1 — 8 : plants meres testées ; 9 : Témoin négatif (Eau) ; 10 :
Témoin positif d’un plant symptomatique.
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Figure 21 : Electrophorese sur gel d'agarose des Produits RT-PCR par I'utilisation d’amorce

spécifique au CEVd
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M : Marqueur 100pb (Promega) ; 1 : Témoin négatif d’un plant sain ; 2 : Témoin négatif
(Eau) ; 3 : Témoin positif d’un plant symptomatique ; 4 — 18 : plants meres testées.

VI1.1.3.2. Détection du Spiroplasma citri

L’agent causal du Stubborn (Spiroplasma citri) n’a pas été détecté sur les 35
échantillons prélevés des différents génotypes sélectionnés et testés par PCR. Aucun des
génotypes des différentes especes d’agrumes testés n’a mis en évidence une infection par ce

pathogene (Figure 22).

Figure 22: Profil électrophorétique obtenu sur gel d’agarose 1,2 % d’un test PCR pour

la détection du S. citri utilisant des amorces spécifiques.

M : Marqueur /00pb (Promega) ; 1 — 6 : Plants meres testées ; 7 : Témoin positif d’un plant
symptomatique ; 8 : Témoin négatif d’un plant sain ; 9 : Témoin négatif (Eau)
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VI.2. Technique de ’embryogenése somatique a partir de style et stigmate

La mise en culture des tissus végétaux est 'une des étapes les plus difficiles dans les
techniques de culture in vitro particuliecrement chez les especes ligneuses pérennes,

notamment les agrumes (Kuperman, 1984).

Les fleurs de 35 génotypes appartenant aux différentes especes d’agrumes a savoir
Citrus sinensis (L.) Osbeck, Citrus limon (L.) Burm, Citrus reticulata Blanco, Citrus paradisi
Macfad, Citrus reshni Hort. ex Tan., Citrus jambhiri Lush et Citrus maxima (Burm) Merrill

ont été utilisé pour la culture de style et stigmate in vitro.

Lors de notre investigation, un tres grand nombre de fleurs qui dépasse souvent les 600
fleurs par génotypes a été collecté parce que plusieurs d’entre elles ont été écartées lors des
premieres manipulations (I’étape de la stérilisation et la mise en culture du style et stigmate)

pourles raisons suivantes :

= Leur ouverture durant la période de stockage a 4 °C, ce qui induit I’endommagement

des explants par les solutions stérilisantes.
= Absence de pistil, phénomene tres fréquent chez C.limon.

= Présence d’un brunissement a I’intérieur des fleurs particulierment au niveau du

stigmate.

= Un nombre important d’explants a été€ éliminé, suite a 1’apparition des contaminations

cryptogamiques et bactériennes, apres deux jours de leur mise en culture.
VI.2.1. L’aptitude a la callogenese

De nombreux auteurs ont rapporté que la réussite du processus de la callogénese est liée

au type de phytohormones utilisées dans le milieu de culture.

Rahaman er al. (1996) ont mis en évidence le role de la BAP et de la kinétine sur

I’induction de cals pour plusieurs especes du genre Citrus.

De Pasqual et al. (1994) ont rapporté I’effet positif de ’hormone de croissance BAP
(6-benzylaminopurine) sur 1’induction de la callogenese chez différents cultivars de C.limon
régénérés par I’embryogenese somatique a partir de la culture de style et stigmate. Lors de
notre investigation, avec 1’addition3mg/l de BAP dans le milieu de culture, la plupart des
explants des différents génotypes de différentes especes ont produit des cals au bout de 4 a 9
jours d’incubation apres la culture initiale, a I’exception de mandarinier dont certains explants
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ont produit des cals aprés 12 jours, des résultats similaires sont obtenus par Carimi et al.
(2001). Tous les cals formés atteignent leur taille maximale aprés un mois de la culture
initiale et présentent une structure friable de couleur blanchétre a la base du style et a la

surface de la section en contact avec le milieu de culture (Figure 23).

Aucune manifestation de callogenese (0%) n’a ét€ observée chez C.jambhiri Lush
«Rough lemon». Par contre Shawkat et Bushramirza (2006) ont constat¢ une bonne
callogenese a partir de fragments de tiges et de racines de cette méme espece «Rough lemon»
suite al’addition de 1’acide 2,4 dichlorophenoxy acétique (2-4D) au milieu de culture. Ce
comportement différentiel des especes du genre «Citrus», en terme de réponse aux régulateurs
de croissance sur I’induction de cals, impose la recherche de conditions optimales pour

chaque espece (Benyahia et al., 2012).

Chez certains génotypes, les cals se sont formés 15 jours apres leur mise en culture. Ce
retard est dii a D'effet génotypique sur I'induction de la callogenese. Une constatation
comparable est observée par Carimi et al. (1999) avec d’autres génotypes de différentes
especes d’agrumes. Aussi et dans le méme sens, Carimi (2005) a rapporté I’effet significatif
des génotypes sur la formation des cals et qu’il existe une treés grande variabilité au sein des

génotypes de la méme espece.

Dans notre cas cette constatation laisse suggérer que le retard dans 1’apparition des cals
est peut-étre dii en partie au mauvais état physiologique des plants sources de fleurs, étant
donné que les compagnes agricoles de ces cinq dernieres années dans la région de Mitidja
étaient marquées par les mauvaises conditions climatiques particulierement les précipitations
abondantes qui ont coincidé avec la période de floraison. Facteur affectant la qualité des fleurs
(flétrissement) et favorisant les attaques de certains pathogenes qui ont provoqué des

brunissements au niveau du pistil.
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Figure 23 : Formation des cals a partir de style\stigmate de C.sinensis

«Double fine améliorée» apres 4jours d’incubation

La taille de cals produits differe selon les especes et les génotypes de la méme espece
(Tableau XI). En effet, a I'instar des especes étudiées, les explants de C.limon et C.sinensis
ont montré une bonne aptitude a la callogenese et une taille importante de cals formés (plus de
1-2 cm de diametre). Le pourcentage d’induction de cals des génotypes de ces especes est

significativement (P < 0,01) plus important que celui du reste d’especes étudiées.
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Tableau XI: Importance des cals produitsdes différents génotypes d’agrumes étudiés.

Espece Génotype Taille Espece Génotype Taille
C. jambhiri Alger navel ++
Lush Rough lemon -
Béni Abbes ++ Djirid +
Bornéo ++ Double fine ++
améliorée
C.Palerme ++ Golden Bucky +
C.secile ++ Maltaise de +
C.sinensis (L.) Tunisie
C. limon Dellys +++  Osbeck Oranger de bey ++
(L.) Burm. Eureka ++ Oranger de Blida  +++
Eureka Maroc ++ Oranger sidi Ali +
Femminello ++ Sanguine de ++
Biskra
Lisbon 16 +++ Shamouti Skikda — +++
Lisbon 6 ++ Shamouti station  ++
Lunario ++ Thomson navel ++
Poire de Washington navel ++
Commandeur +
Metidja navel +++
C. maxima Pomélo Royal + C. reshni Cleopatra +
(Burm.) Hort. ex Tan mandarin
Merrill
Pomélo Ruby Mandarine +
de Blida
Pamplemoussier C. reficulata \papdarine +
C. paradisi 2 chaire rose Blanco Temple
Macfad,
Pamplemoussier ++ Pam Américain +
commun

Taille des cals: +++:(2 a3 cm); ++:( 1 a2 cm); + :(moins de 1 cm).
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Les meilleures aptitudes a la callogenese ont été observées chez la pluspart des
génotypes de C.limon et C.sinensis. Dans le cas de I’espece C.limon, nous avons noté un
important taux de callogenése (entre 100 % et 94,84 %) particulierement pour les génotypes
Fimmenello, Beni Abbés et Lisbon (Figure 24). Des résultats similaires ont été rapportés par
Carusso et al. (2000). Aussi, Carimi (2005) avait affirmé que C.limon posseéde de meilleures

potentialités de callogenese.

Quant au C.senensis, les meilleures potentialités a savoir 100 % ont été observées chez
les génotypes Metidja navel, Oranger de Blida et Shamouti de station (Figure 25). Les
aptitudes a la callogenese chez C.senensis ont ét€ démontrées par D’Onghia et al. (2001). Les
autres génotypes de cette espece ont montré une bonne aptitude a la callogenese mais d’une

importance moindre.

En revanche, les explants des génotypes du groupe mandarinier et C.paradisi ont
produit un faible pourcentage de cals par rapport aux autres testés (Figure 26 et 27) avec une
taille moindre (moins de 1 cm de diametre) ; Carimi (2005) a signalé le faible potentiel de la
callogenese chez ces deux especes.Un taux important de brunissement a été observé sur les
cals de C.paradisi et C. reticulata respectivement apres deux et six semaines de culture

(Figure 29).

Les taux de 66,66% et 100% de cals se sont développés a partir des explants C.maxima,

(Figure 28), ce pourcentage est important car cette espece est récalcitrante (Carimi, 2005).

N

Il est a noter que pour certaines especes, le pourcentage de la callogenese est
inversement proportionnel avec la taille de cals formés. L’analyse statistique de la callogénese
de I’ensemble des especes étudiées a mis en évidence 1’effet des génotypes qui s’est révélé

tres hautement significatif sur le pourcentage d’induction de cals.

Périodiquement apres 4-6 semaines de la culture initiale des subcultures de cals sont

effectuées dans un milieu de la méme composition.
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Figure 24: Pourcentages de callogenese chez différents génotypes de C. limon.

RL (Rough lem

on); CS (C. Sécile); PC (Poire de commandeur) ; CP (Citronnier Palermo);

E (Eureka); EM (Eureka Maroc); .16 (Lisbon 16); L6 (Lisbon 6); D (Dellys); F
(Femminello); BA (Béni Abbes);Br (Bornéo); LU (Lunario)
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Figure 25

: Pourcentages de callogenese chez différents génotypes de C.sinensis.

WN (Washington navel); MN(Metidja Navel), OBY (Oranger de Bey); DA (Double fine

Améliorée); TN

(Thomson navel); AN (Alger navel); OSA (Oranger Sidi Ali); OB (Oranger

de Blida); CST (Shamouti de station); CSK (Shamouti de Skikda); DJ (Djirid); SB (Sanguine

de Biskra); GB (Golden bucky); MT (Maltaise de Tunisie)
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Figure 26 : Pourcentages de callogenese chez le groupe de mandariniers.

PA (Pam Américain); MC (Mandarine Cléopatre); MB (Mandarine de Blida); MT
(Mandarine Temple)
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Figure 27: Pourcentages de callogenese chez C.paradisi

CP (Pamplemoussier commun); P CR (Pamplemoussier a chair rose)
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Figure 28: Pourcentages de callogenese chez C.maxima

PB (Pomelo Ruby); PR (Pomelo Royal)

Figure 29: Brunissement des cals.

a) Apres 6 semaines (C. reticulata); b) Apres 2 semaines (C.paradisi)
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VI.2.2. Le potentiel embryogene des différents génotypes

Selon Ricci et al. (2002), 1a régénération des plants du genre Citrus par la culture des

tissus in vitro implique une embryogenese somatique indirecte. En effet, I’ensemble des

embryons formés au cours de notre investigation se sont initié a partir des cals (Figure 30)

dans un intervalle de 38 a 150 jours apres la culture initiale (Tableau XII).

Ces résultats sont légerement différents de ceux obtenus par D'Onghia et al.

(2001) et Carimi (2005) dont la période d’apparition des embryons somatiques était de 2 a 5

mois apres la mise en cultures des explants

Tableau XII: Différentes périodes de différentiation embryonnaire chez génotypes de

C.senensis et C.limon.

Espéce Génotype Embryons somatiques
Formation (Jours)

C.senensis Washington navel 90
Mitidja Navel 50
Double fine améliorée 47
Sanguine de Biskra 150

C.limon Lisbonne 16 40
Lisbonne 6 46
Lunario 53
Eureka 41
Eureka maroc 38
Bornéo 108
Dellys 58
Feminello 51
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Apres l’induction de I’embryogénese
somatique, les embryons sont transférés individuellement dans un milieu MS sans I’hormone
BAP pour continuer leur développement. Von Arnold et al. (2002) ont rapporté que les
milieux dépourvus de régulateurs de croissance inhibent la prolifération cellulaire et stimulent

la formation des embryons et le début de leur développement.

Les observations effectuées d’une maniere réguliere sur 1’évolution des embryons
formés nous a permis de distinguer les différents stades de formation d’embryon somatique

«formes globulaires, cordiforme et cotylédonaires» (Figure 31).

Selon Carimi et al. (1999), a I'instar de toutes les especes d’agrumes, I'induction a
I’embryogenese est rapide chez le citronnier (apres deux mois). Toutefois, il est a signaler que
nos résultats sont plus satisfaisantscarl’embryogenése somatique s’est déclenchée plus
précocement particuliecrement, chez le génotype «Eureka Maroc» a savoir apres 38 jours de

culture.

Figure 30 : Formation des embryons somatiques a partir des génotypes de C.limon
a) Dellys; b) Béni Abbes; C) Bornéo
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Figure 31 : Différents stades de formation d’embryons somatiques

Chez C.limon «Femminello» a partir de la culture de style et stigmate in vitro.

Il est a noter que le pourcentage de cals embryogénes est Tres significativement
influencé par les génotypes. Carimi (2005) a rapporté que le facteur génotypique compte
parmi les facteurs les plus influents dans I’induction de 1’embryogenese somatique chez les
agrumes. Ce méme auteur a montré dans plusieurs publications qu’il existe une trés grande

variabilité entre les especes et les génotypes de la méme espece.

L’analyse de la variance a mis en évidence I’effet hautement significatif (p<0.01) des
génotypes sur le pourcentage d’explants embryogénes qui varie entre 2,35% chez la «Double
fine améliorée» et 80 % chez la «<Femminello». Carimi et al. (1994) avaient signalé I’effet
positif de ’hormone de croissance (BAP) sur I'induction de I’embryogenese somatique des

explants de pistil ou d’ovule de différentes especes d’agrumes du genre Citrus.

Dans notre étude, les génotypes de C.limon ont exprimé une haute potentialité
embryogéne par rapport aux autres especes d’agrumes (Figure 32). Dans des travaux
similaires aux notres, Carimi et al. (1994) et Carimi (2005) ont rapporté que les génotypes de
C.limon sont régénérés avec succes a partir de style et stigmate. Effectivement, un taux
important d’embryons somatiques a été observé avec les génotypes de «Femminello» et

«Lisbon 16» (80 %) et (34,78%), respectivement.
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Figure 32 : Le pourcentage d’embryons somatiques formés a partir de style et stigmate
de différents génotypes de C.limon apres 5 mois de culture.

L16 (Lisbonne 16); L6 (Lisbonne 6);L.U (Lunario); E (Eureka); EM (Eureka Maroc); Br
(Bornéo); D (Dellys); F (Femminello)
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Figure 33: Le pourcentage d’embryons somatiques formés a partir de style et stigmate de
différents génotypes de C. sinensis apres 5 mois de culture.

WN (Washington navel); SB (Sanguine de Biskra); MN (Metidja Navel), DF (Double fine
Améliorée)
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I1 est a signaler qu’avec I’espece C.limon, des résultats trés prometteurs ont été obtenus
avec un génotype algérien «Dellys» (17,85%). Aussi, des embryons somatiques se sont
formés précocement a savoir 38 jours apres la culture initiale partir des explants de «Eureka
Maroc». Nos résultats viennent rejoindre ceux de Carimi et De Pasquale (2003) et Carimi
(2005) qui ont confirmé dans de nombreux travaux que le taux important de formation

d’embryons somatiques chez le citronnier dépend des génotypes.

D’Onghia et al. (2000a) ont rapporté qu’en plus du citronnier, les orangers et
particulierement les navels possédent un haut potentiel embryogénique (Figure 33).
Effectivement, parmi les explants de différents génotypes d’oranger mis en culture, des
embryons ont été obtenus avec «Washington navel» (30 %), «Metidja navel» (6,66%) et

«Sanguine de Biskra» (40 %). Les deux derniers sont des génotypes algériens.

Le pourcentage d’embryons somatiques formés par 1’oranger «Double fine améliorée»
était faible a savoir (2,4%). Néanmoins, avec ce génotype I’embryogenese somatique s’est

déclenchée précocement 47 jours apres la culture initiale.

Extraordinairement, le pourcentage d’embryons somatiques formés a partir des explants
de I'espece C.maxima «pomelo Ruby» est faible (10 %). Seulement, ce résultat est tres
important et trés prometteur vu qu’aucun rapport sur l’application de I’embryogenese

somatique sur ce génotype n’est disponible a notre connaissance (Figure 34).

Figure 34 : Formation des embryons somatiques a partir des cals de C.maxima

«Pomélo Roby».
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Selon Carimi (2005), Citrus paradisi est caractérisé par une faible aptitude
embryogénique. Malgré cela, durant notre expérimentation toutes les tentatives d’induire
I’embryogenese somatique a partir des cals de cette espece avaient échoué.Aucune
différentiation embryonnaire n’a été observé chez les génotypes de cette espece. Le méme
constat a été mis en évidence pour les génotypes de C. reticulata. Nos résultats ne concordent
pas avec ceux obtenus par D’Onghia et al. (2001) dont les travaux ont signalé le faible

pouvoir embryogéne de ces deux especes.

Toutefois, il a été rapporté par Carimi (2001) que plusieurs facteurs influencent la
réussite de I’embryogénese somatique a partir de style et stigmate tels que les conditions de
culture et les fleurs sources d’explants. Ces dernieres, doivent étre collectées avant leur
ouverture et conservées pour une durée inferieurea 4-5 jours a 4°C. Aussi, les chances

d’induire de la callogenese et I’embryogénese somatique a partir des tissus 4gés sont minimes.

VI1.2.3. Germination des embryons somatiques

De nombreux chercheurs ont rapporté que les embryons somatiques capables de germer

et d'évoluer en plantules ont été obtenus a partir d'explants floraux .

Apres, I'induction de I’embryogénese somatique, les embryons formés sont transférés
dans un milieu de culture MS sans I’hormone de croissance BAP pour continuer leur
développement et germer. En effet, la germination des embryons a été observé sur différentes
périodes a savoir 4 a 6semaines apres 1’apparition des embryons primaires (Figure 35).Le
processus de I’embryogenese aboutit a la production de structures bipolaires, c’est-a-dire
comprenant un axe apical et racinaire (Sihachakr et al., 1994). En effet, des plantes completes
sont obtenues directement suite au processus de germination. Ces plantules sont

morphologiquement identiques aux plantes meres et a croissance normale.

Cependant, il a été constaté que le taux d’embryons germés varie selon les especes et les
génotypes. Effectivement le taux de conversion des embryons en plantes entieres a été
important chez C.limon comparé au C.sinensis (80%) et (50%) respectivement. Des résultats

similaires ont été rapporté par Carimi ef al. (1999).

Les plantules régénérées sont transférés dans des tubes a essai contenant un milieu MS
sans hormone a raison d’une plantule/tube a essai (Figure 36) et ce pour une période de deux

mois afin de compléter leur développement avant le passage a la phase d’acclimatation.
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Figure 35 : Germination des embryons somatiques de C.limon «Dellys»

Figure 36: Conversion des embryons somatiques de C.limon «Dellys» en plantules.

Photo prise apreés un mois de transfert dans les tubes a essais.

VI.2.3.1 Acclimatation des plantules régénérées

Le transfert des plantules régénérées de la culture in vitro au sol directement est tres
difficile et présente souvent un échec. Dans notre investigation, aprés 2 mois d'incubation, les
plantules régénérées sont retirées des tubes a essais et transférées in vivo par un mini-greffage
sur un porte greffe Citrange troyer 4gé de 3 a 4 mois selon le protocole décrit par Depasquale

et al. (1999) (Figure 37a). Ces mémes auteurs ont rapporté I’efficacité de cette méthode dans

79



Partie expérimentale Chapitre VI:Résultats et discussion

la réussite du passage des plants régénérés dans les conditions in vitro vers in vivo

particulierement les plants dont I’enracinement est difficile.

Les plants greffés sont recouverts par des sacs en polyéthyleneet placés par la suite

dans une serre d’acclimatation a 25°C pour compléter leur développement (Figure 37 b)

Figure 37 : Acclimatation des plantules régénérées par I’embryogenese somatique
a partir de la culture de style et stigmate.

a) Mini-greffage de la plantule régénérée sur Citrange troyer ; b) Plants régénérés sous serre
pour acclimatation

VI.2.3.2 Evaluation de I’état sanitaire des plantules régénérées.

De nombreux travaux ont rapporté 1’efficacité de la technique d’embryogenese
somatique a partir de la culture de style et stigmate dans 1’élimination des pathogenes

affectant les agrumes (D’Onghia et al., 2000a).

L’ensemble des embryons obtenus et les plants régénérés ont été testé pour 1’évaluation
de leur état sanitaire par ’emploi des différentes techniques de diagnostic (Indexage

biologique, sérologique et moléculaire) utilisées pour les plants meres.

L’ensemble des infections a virus et a viroides détectées dans les plants meres sont
inexistantes dans les plants régénérés.Ce résultat confirme 1’efficacité de la technique dans
I’élimination de pathogenes et 1’assainissement des agrumes.Les résultats de notre étude sont
en accord avec ceux rapportés par D’Onghia et al. (2001), D’Onghia et al. (2000a) et Caruso
et al. (2000).
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VI1.3. Evaluation de la conformité génétique des plants d’agrumes régénérés

L’objectif principal de ce travail est de mettre en place une nouvelle méthode
d’assainissement et de multiplication végétative des agrumes en respectant la conformité

variétale. L.’ensemble des embryons somatiques formés ont été obtenu a partir de cals.

Seulement, plusieurs auteurs ont rapporté que des variations génétiques et
phénotypiques (variations somaclonales) peuvent se développer lors de la régénération des
plants in-vitro (Larkin et Scowcroft, 1981; Kaeppler et al., 2000). Ces variantes sont souvent
le résultat d’un passage par une phase indifférenciée (passage par le stade du cal), (Phillips et

al., 1991) .

De ce fait I’évaluation de la stabilité génétique des clones obtenus in vitro est une étape
primordiale pour la micropropagation et la multiplication des plants conformes a la plante
initiale (Eshraghi et al., 2005). Les techniques moléculaires sont a I'heure actuelle des outils
puissants, fiables et tres utilisés dans 1'analyse de la fidélité génétique des plantes obtenues in

vitro (Rahman et Rajora, 2001).

Plusieurs marqueurs d'ADN ont été utilisés avec succes pour évaluer la stabilité
génomique chez les plantes régénérées. Les marqueurs moléculaires de types empreintes
génétiques sont les plus utilisés pour I’analyse des ressources génétiques permettant une
meilleure compréhension des relations phylogénétiques et taxonomiques entre les différentes

especes (Xiao et al., 2009).

Lors de notre investigation, une quinzaine de régénérants obtenus par I’embryogénese
somatique via la culture de style et stigmate ont été testé pour 1’évaluation de leur stabilité
génétique. L’utilisation des douze amorces nucléotidiques employées durant 1’analyse
d’empreintes génétiques par ISSR a engendré un nombre total de 179 bandes bien

différenciées (en moyenne une quinzaine par paire d’amorces allant de 8 a 25).

La longueur des fragments amplifiés varient entre 250 pb [amorces ISSR 1-6 et
ISSR12+12b], et 2.5 kb [amorces ISSR1-6, ENEA34, ISSR3+3b et ISSR10+10b]. Chez leC.
limon, les amorces d’ISSR ont donné naissance a une moyenne de 111 amplifiat, en totalité

monomorphes parmi les plants testés (Tableau XIII).
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Cependant, chez W. Navel et Metidja Navel, les marqueurs ont permis 1’identification
de 113,5 bandesen moyenne, parmi lesquelles, 8 (7,0%) et 27 (23,5%), respectivement sont

apparues polymorphes

Au niveau de ces génotypes, le nombre de bandes polymorphiques générées par amorce

varie entre 3 [amorce ENEA34, (Figure 38)] et 7 [amorce ISSR 12+12b].

Les plants régénérés a partir de Metidja Navel ont montré un fragment génétique
polymorphe pour 8 amorces des 12 utilisées dans cette étude, tandis qu’avec le génotype W.
Navel, les plants meres ainsi que les plants régénérés ont montré le méme profil seulement

pour ISSR 12-12( Figure 39).

Tableau XIII : Empreintes génomiques ISSR des pieds mere et des plants régénérés
issus de C.limon (Dellys, Bornéo et Beni Abbés) et C. sinensis (Washington Navelet Metidja
Navel).

) p Loci Loci polymorphiques Polymorphisme

Espece Génotype  Nbr total) (Nbr) (%)

C. limon Dellys 118 0 0.0
Bornéo 103 0 0.0.
Beni Abbes 111 0 0.0

C. sinensis  Washington 112 3 70
Navel )
MitidjaNavel 115 27 23.5

Karp (1991) a montré que les conditions environnementales, notamment les régulateurs
de croissance, avaient un effet sur I'induction de la variation somaclonale chez les plants
régénérés in vitro, par contre, Siragusa et al. (2007) ont rapporté qu’en présence de la BAP
dans les milieux de cultures aucune variation dans la stabilité génétique n’a été observée.
Cette constatation laisse suggérer que le polymorphisme observée lors de notre investigation
chez deux génotypes de C.sinensis est loin d’étre induit par I’hormone de croissance que nous

avons utilisé en I’occurrence la BAP.
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Figure 38 : Gel représentant les empreintes génomiques ISSR (ENEA34 ) de plant mere et
des plantes régénérées issues de C. sinensis (Washington Navel)
M: 123 bp marker (Invitrogen), Line 1: Washington Navel (Plant mere) ; Line 3-4-5-6-7-8
Régénérants R1, R2, R3, R4, R5

Figure 39 : Gel représentant les empreintes génomiques ISSR des plants meres et des plantes
régénérées issues de C. limon (Dellys, Bornéo et Beni Abbés) et C. sinensis (Washington
Navel et Metidja Navel).

M: 123 bp marker (Invitrogen), Line 1-2 Dellys: échantillon DR1E1, R1P1L2; Line 3-4-5 Borneo:
échantillon L3, L5, R10ES; Line 6-7-8 Beni Abbés: échantillonl.3, L4, L5; Line 9-10-11-12-13-14 W.
Navel: échantillon .2, L4, L5, L7, L8, LL10; Line 15 Metidja Navel: échantillon L.1; Line 16 Dellys
(Plant mere); Line 17 Borneo (Plant mere); Line 18 Beni Abbes (Plant mere); Line 19 W. Navel
(Plant mere); Line 20 Metidja Navel (Plant mere).
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N

L’embryogenese somatique a partir de la culture de style et de stigmate est une
technique récente mise au point par Carimi et al. (1994). Elle apparait comme un puissant
outil qui permet de régénérer un taux élevé de plants d’agrumes indemnes de maladies et

génétiquement identiques aux plantes meres (D’Onghia ef al., 2000a).

Cette technique permet de réaliser 1’objectif principal de notre travail qui est
I’assainissement et la régénération de différents génotypes d’agrumes dont certains locaux
appartenant a 7 especes : C.sinensis (L.) Osbeck, C. limon (L.) Burm, C.reticulata Blanco,

C.paradisi Macfad, C.reshni Hort. ex Tan., C.jambhiri Lush et C.maxima (Burm.) Merrill.

Notre étude a ét€ menée dans des conditions expérimentales locales et les résultats
satisfaisants obtenus représentent le tout premier rapport sur la régénération et

I’assainissement des agrumes par I’embryogenese somatique en Algérie.

L’évaluation de 1’état sanitaire du matériel végétal utilisé comme source d’explants (la
plante mere et les fleurs) par I’indexage biologique, sérologique et moléculaire, a révélé la
présence de plusieurs infections mixtes dues aux virus et viroides. La plupart des génotypes
testés ont réagi positivement au test DAS-ELISA pour la détection du CTV et CPsV ainsi que
pour le test TAS-ELISA pour le CVV.

L’outil moléculaire (RT-PCR) a mis en évidence la présence de plusieurs viroides avec
une dominance du Citrus exocortis Viroid (CEVd) et Hop StuntViroid (HSVd) chez la

majorité des génotypes des différentes especes d’agrumes testées.

L’ensemble des résultats de diagnostic des plants meres obtenus a été confirmé par

I’indexage biologique des échantillons collectés a partir des plantes indicatrices inoculées.

Apres la culture initiale pendant 4 & 9 jours, la callogénese s’est déclenchée chez la
plupart des explants des 7 especes d’agrumes étudiées, a I’exception de ceux de mandarinier
dont certains explants ont produit des cals qu’apres le douzieme jour de la culture initiale.
Les cals produits a la base du style sont friables de couleur blanchatre. Pour certains
génotypes, le pourcentage de cals formés est inversement proportionnel a leur taille. C’est le
cas du citronnier Femminello dont le potentiel de callogénese est de 100%, alors que la taille
des cals était de 1,5 cm, tandis qu’avec le citronnier Dellys 75 % de cals ont été obtenu avec

une taille de 3 cm. La taille des cals varie selon I’espece et les génotypes de la méme espece.



Tous les cals formés atteignent leur taille maximale (2-3 cm) aprés un mois de la culture
initiale.
En comparant, les résultats obtenus avec les 7 especes d’agrumes testées, une

meilleure aptitude a la callogenese a été observée chez la plupart des génotypes de C. limon

et C. sinensis. Des résultats similaires ont été rapportés par Carimi (2005).

L’ensemble des génotypes étudiés ont exprimé une bonne aptitude a la callogenése a
savoir C.limon (0 % a 100 %), C.senensis (32,14 % a 100 %), le groupe des mandariniers
(15,38 % a 75 %), Citrus paradisi (76,47 % a 60 %) et Citrus maxima (66,66 % a 100 %).
Pour cette derniere espece, le résultat est trés intéressant et exceptionnellement différent de
celui obtenu par Carimi en 2005 qui a rapporté que cette espece est récalcitrante. Un taux
important de brunissement a €été observé sur les cals de C.paradisi et C. reticulata

respectivement apres deux et six semaines de culture.

L’induction de I’embryogenese somatique indirecte a été observée dans un intervalle
de 38 a 150 jours apres la culture initiale. Treize génotypes d’agrumes parmi les 35 étudiés
ont pu induire la formation d’embryons somatiques. Les meilleures potentialités
embryogénes ont été observées chez 8 génotypes de C.limon suivis par 4 de C.sinensis et 1
de C.maxima. Le pourcentage de cals embryogénes est significativement influencé par les
génotypes. Ce pourcentage varie entre 2,35% chez «Double fine améliorée» et 80% chez

«Femminello».

Les génotypes de C.limon ont exprimé une haute potentialité embryogéne par rapport
aux autres especes d’agrumes, un taux important d’embryons somatiques a été observé chez
le «<Femminello» et «Lisbon 16» soit respectivement 80 % et 34,78 %. Des résultats tres
prometteurs ont été obtenus avec un génotype algérien le citronnier «Dellys» (17,85 %).
Aussi des embryons somatiques se sont formés précocement a savoir 38 jours apres la

culture initiale a partir des explants de «Eureka Maroc».

Une bonne aptitude embryogéne a été observé chez certains génotypes de C.sinensis
particuliecrement «Washington navel» (30 %), et deux génotypes algériens a savoir «Metidja

navel» (6,66%) et «Sanguine de Biskra» (40 %).

Extraordinairement, le pourcentage d’embryons somatiques formés a partir des
explants de I’espece C.maxima «Pomelo Ruby» est faible (10 %). Seulement, ce résultat est
trés important et trés prometteur vu qu’aucun rapport sur I’application de I’embryogenese

somatique sur ce génotype n’est disponible a notre connaissance.



Aucune différentiation embryonnaire n’a été observée chez les génotypes du groupe
mandarinier (C.reticulata et C.reshni) et Citrus paradis, selon la littérature ces especes sont

caractérisées par un faible potentiel embryogéne.

Apres I’induction de I’embryogenese somatique, la germination des embryons obtenus a
été observée apres 4 a 6 semaines. Le taux de conversion des embryons en plantes entieres a

été important chez C.limon comparé au C.sinensissoitrespectivement 80 % et 50 %.

Afin d’évaluer le taux d’assainissement des génotypes infectés, les embryons obtenus et
les plants régénérés ont été testés par les diagnostics biologiques, sérologique et
moléculaire.Tous les pathogenes a savoir virus et viroides détectés dans les plants meres sont
absents dans les plants régénérés. Ce résultat satisfaisant confirme 1’efficacité de
I’embryogenese somatique a partir de la culture de style et stigmate dans 1’assainissement des

agrumes.

Pour vérifier la conformité et la stabilité génétique des plants régénérés, des marqueurs
moléculaires de type empreintes génétiques ISSR ont été utilisé pour une quinzaine de plants.
Il est a signaler qu’au début de notre travail, on prévoyait d’analyser la conformité de
I’ensemble des plantules obtenues par 1’embryogenese somatique. Cependant, la perte des
échantillons de plants meres avant leur analyse nous a obligé a reconsidérer cette décision. De
ce fait, les plantules de différents génotypes de deux especes ont été analysées a savoir
C.limon «Dellys, Bornéo, Beni Abbés» et le C.sinensis «Washington Navel, Metidja Navel».
Toutes les plantes sont identiques a la plante mere a I’exception des plants régénérés a partir
de Mitidja Navel qui ont montré un fragment génétique polymorphe pour 8 amorces des 12

utilisées dans cette étude, tandis qu’avec le génotype W. Navel, les plants meres ainsi que les

plants régénérés ont montré le méme profil seulement pour les ISSR 12-12.

Au terme de notre étude, le potentiel embryogéne des génotypes de différentes especes
de la collection nationale des agrumes a été mis en évidence. L’efficacité de la technique dans
I’assainissement des agrumes a ét€ confirmée et toutes les infections détectées dans les plants

meres sont inexistantes dans tous les embryons convertis en plantes.

L’ensemble des plants régénérés sont conformes, cependant la maitrise de la variabilité

génétique détectée dans les génotypes du groupe navel pourra faire I’objet d'autres études.

D’autres investigations doivent d’étre menées pour évaluer le potentiel embryogene de
tous les génotypes autochtones algériens et les génotypes importants de point de vue

économique.



La réussite de I’application de I’embryogenese somatique a partir de la culture in vitro
de style et stigmate facilite I'utilisation de cette technique pour: 1) la conservation du
germoplasme des agrumes in vitro; 2) la production d’un taux élevé de plants génétiquement
identiques aux plants meres (une reproduction fidele de toutes les caractéristiques variétales);

3) L’obtention de plants indemnes de toute maladie (un taux d’assainissement élevé:100%).

La maitrise de I’embryogenese somatique a partir de style et stigmate et son intégration
dans les programmes de certification, permettra la valorisation et la préservation de notre

patrimoine agrumicole et la relance de 1’agrumiculture dans notre pays.





