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RESUME

Deux variétés d'amandier et une variété de prunier infectées par le Prunus necrotic
ringspot virus (PNRSV) ont été assainies par culture de méristémes avec ou sans traitement
thermique préalable. L'élimination du virus a été examinée par test ELISA sur les plantules
régenérées in vitro et confirmée ultérieurement en serre par transmission mécanique sur des
semis de concombre.
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ABSTRACT

Two varieties of almond and one variety of plum infected by Prunus necrotic
ringspot virus (PNRSV) were freed from virus infection by meristem culture with or without
thermotherapy. Virus elimination was checked on shoots regenerated in vitro by ELISA test
then confirmed later in the greenhouse conditions by mechanical transmission on cucumber
seedlings.
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INTRODUCTION

Les Prunus constituent I'une des principales composantes de I'arboriculture fruitiere
libanaise. Toutefois, leur culture se heurte souvent a des problemes phytosanitaires, plus
particulierement d'origine virale (Jawhar et al., 1996; Choueiri et al., 2001; 2003). Parmi les
virus décelés au Liban, le Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV) a été le plus répandu dans
les vergers commerciaux d'amandier et de prunier avec une incidence de 76% du total des
arbres infectés (Kanaan-Atallah et al., 2001). L'ampleur des symptdémes varie d'une espece a
l'autre, se traduisant essentiellement par des dessins chlorotiques en arabesques sur les
feuilles, par un avortement des bourgeons apicaux chez I'amandier, et par des taches



Lebanese Science Journal, Vol. 8, No. 2, 2007 176

nécrotiques perforantes ou des taches linéaires assez systémiques de couleur jaune vif chez le
prunier (Desvignes, 1999). Ces dégats risquent d'entrainer un dépérissement généralise de
I'arbre et d'affecter sérieusement la production (Nemeth, 1986; Karen, 1991).

L'absence de mesures de quarantaine, l'introduction et I'échange de matériel non
certifié ont longtemps contribué a I'expansion des maladies virales. De plus, la multiplication
des Prunus par les voies végétatives classiques (greffage et bouturage) est un excellent moyen
pour disséminer ces virus, ce qui a jusque-la favorisé la distribution non contrdlée de matériel
de plantation infecté. Ce probleme a été résolu dans les grands pays producteurs par la mise
en ceuvre d'un programme de production de plants certifiés, faisant appel aux outils de la
culture in vitro. En effet, I'éradication des virus a été réussie chez de nombreuses espéces par
la culture in vitro de méristémes associée ou non a la thermothérapie (Walkey, 1980; Faccioli,
2001; Manganaris et al., 2003; Laimer et al., 2006). La culture de sections nodales associée a
la thermothérapie a été également utilisée, mais avec moins de succes, comme une technique
alternative a la culture de méristémes (Griffith et al., 1990; Sanchez et al., 1991; Chalak et al.,
2005). Le microgreffage d'apex a été employé pour régénérer des plants exempts de virus
chez les agrumes (Navarro et al., 1975; Nicoli, 1985), le pécher (Mosella et al., 1980), le
cerisier (Deogratias et al., 1986) et la vigne (Cupidi & Barba, 1993).

Le présent travail a consisté en I’élimination du virus PNRSV chez deux variétés
d'amandier et une variété de prunier, cultivées dans la Békaa et présentant des symptdmes
d'infection, en expérimentant la technique de culture de méristemes ainsi que la culture de
sections nodales avec ou sans thermothérapie.

MATERIEL ET METHODES
Matériel végétal

Des arbres de deux variétés d'amandier "Tuono" et "Ferki" et d'une variété de
prunier "Méribosa”, plantées dans la Békaa et présentant des symptomes typiques de
I'infection par PNRSV ont été choisis. Leur état sanitaire a été vérifié par test ELISA (Clark &
Adams, 1977). Des rameaux de l'année ont été prélevés sur ces arbres (courant mai),
fragmentés en portions de 2-3 cm et désinfectés par trempage dans une solution
d'hypochlorite de sodium (11 g/l) diluée dans I'eau 1:4 (V:V) pendant 10 mn, puis rincés dans
quatre bains successifs d'eau distillée stérile pendant 5, 10, 15 et 20 mn respectivement.

Traitements

Suite a la désinfection des rameaux, des sections nodales (longueur 1 cm) et des
méristémes (0,6-0,8 mm environ) ont été isolés sous la hotte a flux laminaire a I’aide d’une
loupe binoculaire (grossissement x 20 x 40) et mis en culture dans des tubes a essais ou des
boites de Pétri (100 x 20 mm) respectivement. Le milieu de culture utilisé a été celui de
Murashige and Skoog (1962) additionné de benzyl-amino-purine (0.5 mg/l), d'acide
naphtaléne acétique (0,01 mg/l), de saccharose (30 g/l) et d'agar-agar (Sigma, 8 g/l). Les
cultures ont été placées dans la salle de culture sous une photopériode de 16 h/j avec une
intensité lumineuse de 4000 lux et a une température de 23-25°C. Quatre traitements ont été
testés : (i) culture de sections nodales avec et sans thermothérapie (35 + 2°C) pendant 30
jours; (ii) culture de méristtmes avec et sans thermothérapie (35 £ 2°C) pendant 30 jours
(méristemes prélevés sur des sections nodales ayant été soumises a une température de 35 +
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2°C pendant 30 jours). Au bout de 30 jours, les tiges régénérées a partir des différents
traitements ont été repiquées sur le méme milieu et dans les mémes conditions de culture
décrites précédemment pour 30 jours supplémentaires afin de favoriser leur développement.

Controle sanitaire

Les tiges régénérées au bout de 60 j a partir de méristémes et de sections nodales
avec ou sans thermothérapie, ont été testées au niveau de la partie basale (tige et feuilles), vis-
a-vis du virus PNRSV (anticorps Loewe, Allemagne) par la technique DAS-ELISA (Clark &
Adams, 1977). Les échantillons ont été broyés dans un tampon d'extraction PBS-Tween (pH
7,4) (1:10 poids/volume). Deux puits ont été utilisés par échantillon. Les témoins positifs et
négatifs ont été fournis par Loewe. La réaction a été détectée par un photometre (Titerteck
Multiskan PLUSMK 1) a une longueur d'onde de 405 nm. Le test est considéré positif lorsque
la valeur moyenne d'absorption est au moins deux fois plus importante que celle du témoin
négatif. Les plantules préalablement testées par ELISA et dont le résultat a été négatif ont subi
un second contrble qui est la transmission mécanique. Des tiges et/ou des feuilles ont été
broyées dans un tampon phosphate 0.1 M, pH 7.2 contenant 2.5% de nicotine et inoculées en
serre sur des semis de concombre (Cucumis sativus) agés de 10 jours. Les symptdmes ont été
vérifiés au bout de 10 et 21 jours respectivement.

RESULTATS

Le Tableau 1 présente, pour les trois variétés, "Tuono", "Ferki" et "Méribosa", le
nombre de tiges régénérées a partir des explants ainsi que le taux de tiges révélées exemptes
de virus par le test ELISA. Selon les explants d'origine, certains explants ont été perdus suite a
des symptdmes de brunissement généralisé (2-19%), mais tous ceux qui ont survécu, ont
régénéré des tiges.

D'une fagon générale, et par comparaison aux tiges issues des sections nodales
saines (témoin négatif), les tiges régénérées a partir des explants infectés (témoin positif) ont
présenté un développement lent avec un feuillage vert jaunatre.

La thermothérapie n'a pas vraiment affecté la reprise des méristémes ou celle des
sections nodales, ni la prolifération ultérieure des tiges obtenues. La totalité des tiges
régénérées & partir des sections nodales non soumises & la thermothérapie sont restées
infectées. En revanche, la thermothérapie appliquée aux sections nodales a conduit a
I'assainissement d'environ 22 a 29% des tiges obtenues suite au traitement. La culture de
méristémes associée ou non a la thermothérapie, a conduit a I'assainissement de I'ensemble
des tiges régénérées. En effet, PNRSV n'a pas été détecté par test ELISA chez 100% des tiges
obtenues aussi bien chez I'amandier que chez le prunier.

Il est important de noter que les trois variétés étudiées se sont comportées d'une
fagon similaire lors des différents traitements. Les tiges issues de la culture de sections
nodales avec thermothérapie et révélées infectées ont présenté un développement lent avec un
feuillage vert jaunatre comparable a celui des tiges issues du témoin positif. Les tiges révélées
saines se sont développées normalement par comparaison a celles issues du témoin négatif.
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Par ailleurs, le test biologique réalisé en serre sur les semis de concombre n'a révélé
aucun symptdéme particulier de viroses pour I'ensemble du matériel issu des différents
traitements.

TABLEAU 1

Effet de Différentes Techniques de Culture de Tissus sur I'Elimination du Virus PNRSV
chez Trois Variétés de Prunus (*"Tuono", ""Ferki et ""Méribosa') par Test ELISA

Traitement Variété Tiges régénérées / Tiges révélées
explants négatives / tiges
testées
Nb % Nb %
Sections nodales saines

(Témaoin négatif) Tuono 45/50 90 20/20 100
Ferki 42/50 84 20/20 100
Méribosa 44/50 88 20/20 100

Sections nodales infectées Tuono 85/100 85 0/30 0

(Témoin positif) Ferki 86/100 86 0/30 0

Méribosa 90/100 90 0/30 0

Sections nodales avec Tuono 87/100 87 21/87 24
thermothérapie Ferki 85/100 85 25/85 29
Méribosa 90/100 90 20/90 22
Culture de méristemes Tuono 85/90 94 85/85 100
Ferki 83/90 92 83/83 100
Méribosa 81/90 90 81/81 100
Culture de méristemes avec Tuono 83/90 92 83/83 100
thermothérapie Ferki 82/90 91 82/82 100
Méribosa 84/90 93 84/84 100

DISCUSSION ET CONCLUSIONS

Ces résultats sont particulierement encourageants, indiquant I'efficacité des
techniques de culture de tissus pour I'éradication du PNRSV chez des variétés de Prunus
infectées.

La méthode traditionnelle de culture de méristemes, méme sans thermothérapie, a
été parfaitement efficace pour assainir deux variétés d'amandier et une variété de prunier
infectées par PNRSV. Ceci serait di a des processus d'antagonisme entre le métabolisme
cellulaire et la prolifération virale, & la suite de la différenciation des méristémes. En effet, la
totalité des tiges régénérées a partir de méristemes de 0,6-0,8 mm de diametre (déme apical
plus trois primordia foliaires), se sont révélées exemptes du virus tout au long de deux
subcultures successives in vitro. Des résultats similaires ont été rapportés chez le cerisier pour
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I'élimination du virus PNRSV par la technique de microgreffage d'apex, mais qui,
comparativement & la culture de méristemes, est difficilement réalisable avec un taux de
reprise ne dépassant pas 60% dans le meilleur des cas (Deogratias et al., 1986). Chez
I'amandier, le microgreffage d'apex a permis d'assainir des plants infectés par le virus PNRSV
mais avec un taux de 67% seulement (Barba et al., 1989). Chez le pécher et le nectarinier,
I'élimination du PNRSV et d'autres virus a été réussie par la culture de méristemes mais
seulement apres thermothérapie (Manganaris et al., 2003; Laimer et al., 2006).

Par ailleurs, la culture de sections nodales couplée a la thermothérapie, a permis
d'obtenir jusqu'a 29% de tiges exemptes du virus PNRSV, aussi bien chez I'amandier que chez
le prunier. Bien qu'ayant des résultats modestes, cette technique alternative a la culture de
méristemes peut étre envisagée en cas de détresse en raison de sa plus grande simplicité de
mise en ceuvre.
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