|
I
I
I
I
I
I
I
I
i
I
I

Al A jan) 45,0 Jad) 4 sgand)
Reépublique Algérienne Democratique et Populaire
Ministére de ’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
Université Mohamed Khider Biskra

Faculté des Sciences Exactes et Sciences de la Nature et de la Vie

Département des Sciences de la Nature et de la Vie

THESE
EN VUE DE L’OBTENTION DU DIPLOME DE DOCTORAT LMD

EN SCIENCES BIOLOGIQUES
OPTION : VALORISATION ET CONSERVATION DE RESSOURCES NATURELLES

Présentée par : KHOUNI Samia

THEME

Contribution a la caractérisation moléculaire et
evaluationde la situationsanitaire des cépages et porte

greffes cultives dans la collection germoplasmique de
I’ITAF, Skikda.

Soutenue le : 13/11/2023

Devantle jury composéde :

MEHAOUA Mohamed Seghir Professeur Président Université de Biskra
LAIADI Ziane Professeur Directeur de la Université de Biskra
these
NOURANI Ahmed Professeur Examinateur CRSTRA, Biskra

(Directeur de recherche)

BENMEDDOUR Tarek MCA Examinateur Université de Biskra

Année universitaire : 2022/2023

|
|
=




Remerciements

REMERCIEMENTS

A la fin de ce modeste travail, je voudrais tout d'abord remercier notre Dieu tout puissant
pour m'avoir donné la persévérance, la volonté de réussir, et son assistance compatissante

pendant toutes mes années d'études.

Ma sincere gratitude au professeur LAIADI Ziane, mon directeur de thése, pour m'avoir
encouragé et soutenu durant la réalisation de ce projet. Merci de m'avoir fait confiance et de
m'avoir motivé a fournir mes meilleurs efforts. Enfin, je tiens a le remercier d'avoir pris le temps

de suivre mon travail.

Je voudrais remercier MEHAOUA Mohamed Seghir professeur a 1’Université de
Biskra, d'avoir eu le privilege de présider le jury et lui présenter mes sinceres respects. Je vous

remercie également pour vos conseils dans la préparation de ma thése et pour votre aide.

Je remercie le professeur NOURANI Ahmed (Directeur de recherche) a Centre de

Recherche Scientifique et Technique sur les Régions Aride (CRSTRA), Biskra pour I'honneur

qu'il nous a accordé en acceptant d’examiner ce travail.

Je tiens a exprimer ma gratitude a BENMEDDOUR Tarek Maitre de conférences classe
A a1’Université de Biskra, que je respecte profondément, d’avoir accepté d’examiner ce travail

et faire partie du jury de soutenance.

Je voudrais remercier le docteur Manna CRESPAN pour m'avoir accueilli dans son

laboratoire, pour ses encouragements et son aide.

Je tiens a remercier sincerement le docteur Daniele MIGLIARO pour son aide et
japprécier le temps et les efforts qu'il a consacrés a la réussite de ce projet, pour sa
compréhension, sa patience et ses sages conseils tout au long de mon stage a Conegliano, en

Italie.

Je tiens a exprimer ma gratitude le docteur Elisa ANGELINI, le docteur Nadia
BERTAZZON, veuillez accepter mes remerciements pour votre participation jai vraiment

apprécié notre collaboration.

Je tiens également a remercier Mme BOUGHAMOUZA Ouidad pour m'avoir permis

de travailler sur la collection de la station ITAFV de Skikda.



Remerciements

Je tiens a remercier du fond du cceur, mon oncle MORDJAQOUI Hocine, pour m'avoir
accompagné tout au long de la période d'échantillonnage malgré le mauvais temps et les
difficultés de transport.

Je tiens a exprimer ma sincére gratitude a tous les membres de ma famille, que j'aime plus
que tout, particulierement a mes parents, mon mari et mes enfants. Je tiens a vous remercier
tous pour votre amour et votre soutien, qui sont essentiels a ma force et a mon équilibre dans la

vie.

De nombreuses personnes m'ont aidé directement ou indirectement durant ces années, et

je leur en suis tres reconnaissant. Je suis tres consciente de la chance que j'ai eue de pouvoir
travailler sur ce projet avec eux et au sein du de laboratoire de Génétique, Biotechnologie et

Valorisation des Bioressources (LGBVB).



gdla

3oIY) i ¢ Sl o ol sl Uie 55 Jada 5 Cppuent (Bl (8 Ll el L3 481 5l) A slsd) o)) sall Cann 55 Sy
> shsnll g sl i e Ui 33 353 alsall s e ganall (3 g sal) (bl iy 8 Y 5f diad) 3 ) gall Alladl
de 81 Jhai i cciag 138 Y J sea sl 3 2SSUl A o) J gl Ao gana (e 5 dall J gV 5 ciall dmal) Al
3ol Al bl Qs 5 ELISA & sl g dmeal) Al Ao g b 13d5e 12 phiuly a5 S o0
a5l Al Lpeuill s Ayl eV e CalSlp e Gim Uaei 43 3 il g 53 e ) (s sl

RPPSA

Oul s Lakhdari <lual on law ¥ il 8 de ) 3al Galiadd sam <l e s ) deall 18yl
¢ Cherchell Noir s Tadelith ¢ Ain el Bouma s Ain el Couma ¢ Abadi s Adadi¢ b Ouzgueur
s Ahmed draa el Mizen s Amellal ¢ Agourane s Adari des Bibans s Ahchichene s Lekhzine
Gl el alane < jelal Amokrane s Louali ox « Adadi s Aberkane o <ids) yidl 4S5e ds 5 Amokrane
dsi; GVA 5 GLRaV-3 Jie dime s s il Glle 131 555 jham Ailaas iy (3 Alyshas yidl e ;) i 4lay)

sl e 750 5761.9

U (e Ayl g A8 ,A) Bhliall (e il Calial oary (n 4855 A8 Gl 8 ccaiad) Cilial AdLull VALl b
iall 5y sl el Bl a3 L) Likia g5 ) aes aelad o (S ¢ i Aam o gid) Ganll sl

A4



RESUME

La caractérisation desbioressources genétiques est un défi important pour notre pays dans
le contexte de lI'amélioration et de la préservation de notre biodiversité genétique, une gestion
efficace des ressources génétiques exige d'abord une estimation et une détermination de la
variabilité existant dans les collections ex situ. Notre étude porte sur l'évaluation de la
biodiversité et de I'état sanitaire de la vigne et des porte greffes cultives dans la collection de
germoplasme de Skikda. Pour atteindre cet objectif, 81 échantillons de vigne ont éte analysés a
l'aide de 12 marqueurs SSR nucléaires, avec une étude du statut sanitaire par technique ELISA.
L'analyse des données génétiques a permis de déterminer la haute diversité génétique des 43
génotypes distincts et de mettre en évidence des cas de synonymie, d'erreur de dénomination ou

les variétés répétées.

Ce travail suggere I'existence de nouveaux synonymes de variétés cultivées en Algérie,
notamment entre les variétés Lakhdari et Oul b’Ouzgueur ; Adadi et Abadi; Ain el Couma et
Ain el Bouma ; Tadelith et Cherchell Noir ; Lekhzine, Ahchichene, Adari des Bibans et
Agourane ; Amellal, Ahmed draa el Mizen et Amokrane et résoudre le probléeme des synonymes
entre Aberkane et Adadi, entre Louali et Amokrane. La plupart des populations autochtones qui
ont été cultivées pendant longtemps dans un petit cercle fermé ont montré une fréquence élevée
de certains virus comme GLRaV-3 et GVA avec respectivement 61,9 % et 50 %.

Lors d'échanges antérieurs de cultivars devigne, une relation étroite a été démontrée entre
certaines variétés de raisin desréegions orientales et occidentales du bassin Méditerranéen. Par
conséquent, tous nos résultats peuvent contribuer a améliorer la gestion des collections de

germoplasmes de la vigne.

Mots-clés : collection de germoplasme, vigne, microsatellites nucléaires, synonymie,

identification génétique, statut sanitaire, relations génétiques.



ABSTRACT

The characterization of genetic bioresources is an important challenge for our country in
the context of improving and preserving our genetic biodiversity, an efficient management of
genetic resources demands first estimation and determination of the variability existing in ex
situ collections. Our study focuses on the assessment of biodiversity and the sanitary status of
grapevine and rootstocks grown in the germplasm collection of Skikda. To reach this goal, 81
vine samples were analyzed using 12 nuclear SSR markers, with a sanitary status study by
ELISA technique. Genetic data were analyzed to determine the high level of genetic diversity
of 43 distinct genotypes and to uncover instances of synonymy, misnaming, or repeated

varieties.

This work suggests the existence of new synonyms of varieties grown in Algeria,
especially between the Lakhdari and b’Ouzgueur varieties; Adadiand Abadi; Ain el Couma and
Ain el Bouma; Tadelith and Cherchell Noir; Lekhzine, Ahchichene, Adari des Bibans and
Agourane; Amellal, Ahmed draa el Mizen and Amokrane and to solve the problem of synonyms
between Aberkane and Adadi, between Louali and Amokrane. Most autochthonous populations
that have been cultivated for a long time in a small closed circle have shown a high frequency
of certain viruses as GLRaV-3 et GVA with 61.9% and 50%, respectively.

In previous exchanges of grapevine cultivars, a close relationship has been demonstrated
between some grape varieties from the eastern and western regions of the Mediterranean basin.
As a result, all of our findings can help to improve grapevine germoplasm collection
management.

Key words: germplasm collection, grapevine, nuclear microsatellites, synonymy, genetic

identification, sanitary status, genetic relationships.
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INTRODUCTION

La viticulture, est une activité qui peut avoir un impact significatif sur la biodiversité. En
effet, la gestion des vignobles peut avoir des conséquences sur l'environnement local, en
particulier sur la flore et la faune. Cependant, la biodiversité est menacée par I’activité humaine,
telle que la déforestation, la pollution, la surpéche, l'urbanisation et le changement climatique.
La perte de la biodiversité a des conséquences graves pour les écosystemes et les étres humains,
notamment la diminution de la productivité agricole, la perte des cultures et des médicaments
précieux, ainsi que la perturbation des cycles écologiques. Il est donc important de protéger et
de restaurer la biodiversité a travers des pratiques de conservation et de gestion durables des
ressources naturelles. Cela peut inclure la création des zones protégées pour la faune et la flore,
la restauration des écosystéemes dégradés, la réduction de la pollution et la gestion responsable
des ressources naturelles. La protection de la biodiversité est essentielle pour garantir un avenir
durable pour I'numanité et pour préserver la richesse et la beauté de la vie sur terre.

Le patrimoine végétal en Algérie continue de se dégrader de maniére irréversible ; on
constate une perte d'environ 80 produits agricoles, dont des fruits. Bien que la culture de la
vigne se soit adaptée aux caractéristiques géographiques de notre pays, les derniéres années ont
VU une augmentation des régions occupées et des productions associées. Cependant, au niveau
national, la viticulture est exclusivement représentée par les vignes allochtones, qui continuent
a dominer le paysage viticole au détriment des vignes autochtones, dont la région d'origine est
I'Algérie, ou elles s'épanouissent dans ses conditions pédoclimatiques (Bounab, 2020, INRA,
2006).

Pour limiter I'érosion génétique desplantes, descollections de germoplasme ont été créées
dans le monde entier afin de préserver I'existence d'une diversité autochtone qui pourrait ensuite
étre disponible pour des activités scientifiques et économiques. La coopération internationale
pour la protection et la reévaluation des ressources génétiques est nécessaire pour les raisons
suivantes : (a) tous les pays n'ont pas une capacité suffisante et assez grande pour maintenir
toutes les ressources génétiques qui peuvent étre collectées. (b) les coopérations régionales et
internationales sont nécessaire pour assurer la conservation et l'utilisation des ressources
génetiques et le maintien de ce matériel dans des conditions optimales pour I'expression de ses
caractéristiques biochimiques, morphologiques, phénologiques, physiologiques et anatomiques
des cultures ou de leurs organes). (c) assurer la connaissance internationale des ressources
génétiques (Popescu et al., 2017).

En raison de l'importante érosion du patrimoine génétique, des maladies qui provoquent

la dégénérescence de la vigne et de I'absence des stratégies de préservation de ces ressources
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naturelles, la viticulture est donc confrontée a un certain nombre de risques. En 1996, la FAO a
déclaré que la principale cause d'érosion génétique en Afrique était la destruction des foréts, en
2005, le ministere Algérien de I'environnement a signalé que 95 % de la biodiversité des vignes
avait été perdue (Mediouni, 1997; Vie et al., 2009).

Les cultivars couvraient autrefois un immense territoire, étant représentés par un grand
nombre de variétés et un haut niveau de variabilité variétale (Venturini, 2003). La conservation
s'est considérablement réduite et ne se trouve plus qu'au niveau des instituts techniques de
l'arboriculture fruitiére et de la vigne (ITAFV) ou dans des lieux difficiles d'acces et en haute
altitude, distribués seulement dans quelques wilayas du pays, c'est une situation terrible et
malheureuse. Les stations expérimentales del'I TAFV cultivent un trés petit nombre de cépages
autochtones dans le seul but de les protéger d'une extinction et d'une érosion génétique
implacables. De plus, les viticulteurs Algériens, ignorant tout de ce patrimoine botanique local,
en abusent lourdement.

Les collections nécessitent une gestion complexe lorsque plusieurs accessions sont
incluses, la redondance doit étre minimisée, une véritable détermination variétale doit étre
utilisée et I'incorporation de nouveaux échantillons doit étre optimisée (Harta et Pamfil, 2013 ;
De Oliveira et al., 2020). Par conséquent, il est crucial d'identifier et de rectifier les erreurs
qui ont pu se produire au moment du transfert, par exemple, des confusions dans la récolte du
bois, la greffe, l'installation, etc. (ElI Oualkadi et al., 2009).

Avec l'expansion de la viticulture, le nombre des variétés de vignes autorisées augmente
également rapidement. Par conséquent, de nombreuses variétés de vigne non apparentées ont
des noms identiques (homologues), ou des cultivars ontdes noms différents mais partagent
le méme génotype (synonymes) (Sefc et al., 2000; Crespan et Milani, 2001; Schneider et al.,
2001; Regner et al., 2006; Ferreira et al., 2015; Goryslavets et al., 2015; Nebish et al., 2017;
Donget al., 2018). La méthode traditionnelle d'évaluation sur le terrain est une approche majeure
pour déterminer la variété desraisins. Cependant, en raison desvariables environnementales, elle
prend beaucoup de temps et de travail, est sujette a des erreurs et pose des défis majeurs et peut
changer les caractéristiques de l'attribut mesuré (Sripholtaen et al., 2016). Les marqueurs
microsatellites, sont désormais (SSR), sont aujourd’hui couramment utilisés et se sont révélés
étre des outils efficaces dans le domaine de l'agriculture, jouant un role significatif dans
I'élaboration de cartes génétiques, la description de la génétique individuelle et I’évaluation des
genes, en raison de leur reproductibilité et leur polymorphisme (Eyduran et al., 2016 ;
Bozhuyuk et al., 2020 ; Bolaric et al., 2021 ; Hasanbegovic et al., 2021). L'analyse des données
de séquencage de I'ADN et l'utilisation de la PCR ont généré des résultats significatifs,

démontrant ainsi I'efficacité de ces techniques pour caractériser, évaluer le germoplasme et les
2
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ressources génétiques, ainsi que pour identifier les marqueurs a intégrer dans les programmes de
sélection (Ibafiezet al., 2003; Martin et al., 2003; This et al., 2004; Costantini et al., 2005; Benjak
et al., 2005; Santanaet al., 2008; Laiadiet al., 2009; Dokupilova et al., 2013; Zinelabidine et al.,
2014; Maleticet al., 2015), mais il est également crucial d'examiner I'état sanitaire des plantes

pour assurer une culture optimale.

La menace croissante des maladies de la vigne, en particulier pour les variétes
autochtones en voie d'extinction, souligne l'urgence d'agir. Les obstacles lies aux erreurs de
dénomination et a la confusion variétale compliquent la préservation de ces trésors genétiques.
Il est essentiel de comprendre la gravité de ces problemes pour assurer un avenir durable a la
viticulture algérienne. Le développement de stratégies de préservation rigoureuses est donc un
objectif prioritaire, ouvrant une nouvelle phase dans laquelle la sauvegarde de la diversité

veégétale devient un facteur essentiel de la durabilité de I'industrie de la vigne en Algérie.

Pour atteindre l'objectif de préservation des ressources naturelles, et pour approfondir
I'étude du patrimoine génétique et de I'état sanitaire dela vigne Algérienne ades fins de gestion

et d'amélioration du germoplasme, nous tenterons a travers cette étude de mettre en évidence :

(i) L'évaluation du materiel génétique de la vigne Algérienne, y compris les variétés
autochtones, les cultivars de référence internationaux (cultivars introduits), les porte greffes et
les clones en utilisant un ensemble de 12 marqueurs SSR a répétition de sequence simple qui
comprenait neuf marqueurs SSR recommandés pour une utilisation commune par le projet

Européen grapeGen 06.

(i) Détection des synonymies, homonymies et erreurs de dénomination ; les résultats ont
été comparés aux recherches antérieures et aux profils de marqueurs SSR et par des données
ampelographiques publiés et différents résultats ont été obtenus pour résoudre le probleme de

leur existence, qui est I'un des problemes majeurs de la viticulture dans le monde.

(iii) Evaluation du niveau de diversité génétique de la collection germoplasmique de
I'ITAFV a Skikda.

(iv) Evaluation de leur statut sanitaire en utilisant la détection devirus par analyse ELISA
pour conserver les variétés locales négligées et menacées d'extinction. Nous discutons ensuite

de la possibilité d'utiliser ces informations pour la gestion et la préservation du germoplasme.

(v) Mettre en évidence les relations génetiques et historiques entre les cultivars
Méditerranéens. Cette étude a duré deux ans, pendant lesquels nous avons suivi les deux
cycles annuels de la vigne afin d'évaluer la variabilité génétique et I'état sanitaire des différentes

variétés.
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1. LABIODIVERSITE ET LA RICHESSE DES RESSOURCES GENETIQUES

La biodiversité est le terme utilisé pour décrire la diversité de la vie sur terre, qui englobe
de nombreuses especes d'organismes, d'écosystémes et des processus écologiques. Elle est

essentielle pour préserver I'équilibre de I'environnement et assurer la viabilité de notre monde.

La diversité des genes et des especes que I'on trouve dans les populations des plantes,
d'animaux et des microbes constitue la richesse des ressources génétiques. Comme elles offrent
des élements essentiels pour la création de nouvelles variétés de plantes et de nouveaux
médicaments, ces ressources sont cruciales pour l'agriculture, la médecine, la recherche

scientifique et d'autres domaines.

Malheureusement, les activités humaines, telles que l'utilisation intensive des terres,
mettent en péril la diversité des ressources génétiques. Il est essentiel de prendre des mesures
pour sauver les habitats naturels, réduire la pollution et contréler I'utilisation des ressources
génétiques afin de conserver ces trésors inestimables. L'Organisation des Nations Unies pour
l'alimentation et I'agriculture (FAO) prévoit que d'ici 2020, un quart de la variété biologique

mondiale aura disparu (Arnaud et al., 1994).

L'internalisation des colts de la biodiversité demande des compétences, méme si
I'ensemble du systéme de production semble étre responsable de la perte de la diversité
biologique, il est encore impossible de déterminer la part de responsabilité de chacun, cela est
particulierement vrai lorsque les humains ne disposent pas des informations et des ressources
nécessaires pour évaluer la variété biologique. Lorsque des ressources sont disponibles, il est
nécessaire de compenser I'absence d'internalisation des colts en gérant I'acces a ces ressources
tout en les préservant, la mise en place de systemes de financement et de protection étant un

enjeu majeur (Arnaud et al., 1994).

Dans de nombreux pays, du moins en termes de richesse, de revenu et d'emploi,
I'agriculture reste le soutien deI'économie. Méme les nations qui ont fait d'énormes efforts pour
diminuer leur dépendance a I'agriculture en tant qu'industrie primaire continuent & donner la

priorité a ce secteur crucial.

L'agriculture a traditionnellement occupé une position importante dans I'économie
Algérienne. Notre pays est réputé pour la diversité de ses systemes agro-écologiques et de ses
paysages, en particulier dans les montagnes et les oasis, les plaines cotieres, les hautes

plaines, les hauts plateaux.
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Les populations locales ont développé la capacité de comprendre et de s'adaptera leur
environnement (ressources génétiques animales et végétales, climat et terre) dans chaque

agrosysteme pendant de nombreuses années (Birebent, 2007 ; Caid, 2021).

1.1. La diversité de la vigne

La vigne est l'une des plantes les plus cultivées dans le monde et revét une importance
économique énorme (Pertot et al., 2017 ; Gramaje et al., 2018). L'organisation internationale
de la vigne et du vin (O1V) estime qu'il y a environ 7,4 millions d'hectares cultivés de vignobles
dans le monde, qui produisent 77,8 millions de tonnes de vigne par an (http://www.oiv.int,
consulté le 15 August 2021).

Aujourd'hui, 99 % du vin et des raisins de table dans le monde sont produits par des
cultivars de la vigne (Vitis vinifera L.), qui compterait 10 000 variétés différentes (Burger et
al., 2009 ; Olmo, 1976).

Les produits du raisin peuvent également étre utilisés pour fabriquer de I'éthanol, du

vinaigre et de I'huile de pépins de raisin.

La vigne est une plante angiosperme de la famille des Vitaceae. 700 especes de cette
famille, pour la plupart des lianes vivaces ou herbacées, sont regroupées en 16 genres.
Muscadinia et Euvitis sont les deux sous-genres du genre Vitis (Planchon, 1887), Leurs
différences sont basées sur des traits cytologiques, anatomiques et morphologiques (Mullins

etal., 1992). Seuls ces 2 sous-genres ont des especes qui sont domestiquées (This et al., 2006).

Le sous-genre Euvitis, qui signifie « vraies vignes », comprend 36 especes (2n= 38),
réparties dans les régions tropicales de I'hémisphere Nord, subtropicales et tempérées.
Contrairement a d'autres plantes, le génome nucléaire de la vigne est diploide et comporte 19

paires de petits chromosomes (Morrell et al., 2012).

Le génome de la vigne est extrémement hétérogeéne le long de chaque chromosome, la
plus faible densité de genes par centromere se trouvant entre les chromosomes. Avec seulement
30 434 génes codant pour des protéines et 239 634 microsatellites, 96 % du génome de Vitis
est non codant (Celestino Pérez et al., 2013 ; Di Gaspero et Foria, 2015 ; Jaillon et al., 2007 ;
Lodhi et al., 1995).
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1.1.1. Le sous genre Vitis (Euvitis)

1.1.1.1. Les groupes Eurasiens

L’une des plus anciennes cultures et la seule espéce du genre Vitis originaire de la région
Méditerranéenne. La domestication de cette plante a conduit au développement de cultivars
adaptés au climat (Imazio et al., 2006). L'espéce (Vitis vinifira L.) est séparée en deux sous-
espéces : la vigne sauvage (V. vinifera L. ssp. sylvestris) et la vigne cultivée (V. vinifera L. ssp.

sativa) sur la base de distinctions écologiques, biologigues et morphologiques (Rahali, 2020).

1.1.1.2. Les groupes Asiatiques

Se sont révélés étre des especes sensibles au phylloxéra et aux maladies cryptogamiques
en géneral, mais résistantes a I'oidium, au froid et au mildiou (Galet, 2000 ; Reynier, 2007), qui

comprend une dizaine d'espéces peu étudiées.

1.1.1.3. Les groupes Américains (Porte greffes)

Une vingtaine d'especes de grande utilité viticole (Blanc, 2012), la majorité des porte
greffes utilisés aujourd'hui sont des hybrides impliquant des trois espéeces V. berlandieri, V.
riparia et V. rupestris (Galet, 1998). En raison de l'utilisation de porte greffe, la vigne cultivée
est une combinaison de deux génomes. Les porte greffes sont essentiels pour le stockage des
nutriments et I'absorption de I'eau et des minéraux. Le systéme racinaire de la vigne, ou le lien
entre I'environnement édaphique et la plante, est représenté par le génotype du porte greffe. Le
terme "point de greffage™ désigne le point de rencontre entre la racine (porte greffe souterrain)

et le la pousse (cultivar de V. vinifera, organe au-dessus du sol).

Le greffage des variétés sensibles de V. vinifera sur des porte greffes résistants d’origine
Nord Américaine, est la seule méthode durable a long terme de gestion de la maladie depuis la
premiére découverte de ces porte greffes (voir annexe A). La méthode privilégiée de sélection
de la résistance ou de l'adaptabilité de la vigne a la sécheresse, aux maladies et aux ravageurs

(notamment les nématodes) repose sur l'utilisation de porte greffes résistants (Ollat et al., 2016).

2. HISTOIRE DE LA CULTURE VITICOLE EN ALGERIE

La vigne sera domestiquée au cours de la période néolithique (5000 a 6000 ans av. JC.).
Lorsque I'homme s'installe et développe I'agriculture dans le Caucase du Sud et le croissant
fertile (Levadoux, 1956 ; Zoharyet  Hopf, 2000 ; McGovern, 2003). La viticulture va

s'étendre a partir de ces régions vers les civilisations du Moyen-Orient et de la Méditerranée.
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2.1. Vignoble a I’époque coloniale

Le Nord de I'Algérie est la zone de distribution de la Vitis sylvestris sauvage indigéne, a

partir de laquelle des variétés de Vitis vinifera ssp. sativa ont été cultivées (This et al., 2006).

Les peuples Algériens d’origine cultivent la vigne depuis trés longtemps en Afrique du
Nord, par exemple les Berbéres ou les Numides au cours du premier siecle avant J.-C. (Rahali
et al., 2019). D'énormes quantités de vignes ont été exportées par les Phéniciens a travers la
Méditerranée, Les Phéniciens ont apporté les premiers types de vignes cultivées en Algérie, et
ces importations, ainsi que leurs descendants presumés provenant d'hybridations spontanées
entre les variétés cultivées et sauvages (Isnard, 1951; Levadoux et al., 1971), et par la suite, les
Romains ont développé la viticulture jusqu'a l'arrivée deschrétiens (Levadoux et al., 1971), et
ont utilisé I'Algérie comme simple entrepdt de céréales pour leur royaume (Meloni et Swinnen,
2014). Ensuite, le raisin de table a éte apporté par les Arabes musulmans. De nouvelles variétés
ont été largement introduites parla conquéte islamique, toujours du Moyen-Orient vers
I'Afrique du Nord, établissant une nouvelle phase dans I'histoire de la viticulture Algérienne qui
était consacrée a la culture de raisins frais ou secs destinés a la consommation immédiate. Plus
tard, I'influence turque reste importante, comme en témoigne l'apparition de diverses variétés
deraisin de table d'origine turque, dont le "Sultanina", pendant I'occupation turque, et au début
du XIXesiecle, I'occupation Francaise a étendu la richesse et I'nétérogénéité de la viticulture.
Plusieurs cultivars ont été diriges vers I'Espagne et la France aprés la crise du phylloxéra en
Europe (Levadoux et al., 1971). Malgré si un million de colons Européens ont consommeé une
partie du vin produit pendant cette période de colonialisme, la majorité de celui-ci était destinée
au marché Francais afin d'en faire ce que I'on appelle un " vin docteur " ou " vin de coupage "
(Imache et al., 2011). 39 % des importations coloniales sont constituées par le vin Algérien en

1958, cette offre a permis aux colons Francais de profiter d'un marché important et lucratif.

2.2. Vignoble de I'Algérie indépendante

En 1960, I'Algérie était devenue le quatrieme producteur de vin au monde. Depuis
I'indépendance, 1'Algérie a produit 15 millions d'hectolitres de vin, dont aucun n'a trouvé de
débouché sur le marché local. En conséquence, la viticulture est entrée dans une phase de
déclin, avec une baisse de la production et de la superficie. Dans les années qui ont suivi
l'independance, le gouvernement Algeérien s'est efforcé d'aider la filiére viticole, mais chaque
fois qu'un probléeme politique entre I'Algérie et la France se posait, le gouvernement Francais
n'hesitait pas a faire pression sur le gouvernement Algérien pour important du vin Algeérien
(Rahali, 2020).
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Apres I’indépendance en 1962, la production de vin a chuté et elle a perdu une grande
partie de ses parts de marché (Meloni et Swinnen, 2014). Galet, (2000) dans son dictionnaire
mentionne 96 variétés Algériennes, et le VIVC en 2019 (Catalogue International des variétés
Vitis, VIVC ; http://www.vivc.de/) compte 83 variétés Algériennes. L'Algérie a hérité d'une

importante richesse moléculaire de la vigne (Rahali, 2020).

2.3. Vignoble de I'Algérie actuelle

L'Algérie est le plus grand pays d'Afrique et abrite une grande variété de cépages et de
conditions climatiques (Laiadi et al., 2009 ; Riahi et al., 2010). La vigne est la troisiéme culture
fruitiére la plus abondante (75 000 hectares) apres les olives et les dattes (Laassami et al., 2020)

(voir annexe B et B1).

En Algérie, la viticulture occupe une place importante dans de nombreuses régions,
notamment dans le centre avec 75% et dans I'Ouest avec environ 25%, bien qu'elle soit
relativement faible dans I'Est, compte tenu deterroirs disponibles et du climat. Le raisin de table
est I'objet principal de cette culture (voir annexe C), suivi du raisin de cuve (voir annexe C1)
puis du raisin sec (voir annexe C2, C3) ; Office national des statistiques, (2020)
(https://www.ons.dz/ ; Toumi, 2006).

3. VALORISATION DES RESSOURCES NATURELLES

Le principal probleme auquel est confrontée la communauté agricole mondiale est de
savoir comment accroitre et améliorer la productivité desécosystémes agricoles afin deréduire
la pauvreté et de garantir la sécurité alimentaire d'une maniére durable. Tout le monde s'accorde
a dire que la diversité phytogénétique est essentielle pour établir une durabilité a long terme et

satisfaire les besoins a court terme.

Une autre dimension cruciale dans ce contexteest la nécessité de promouvoir la résilience
des cultures face aux changements climatiques. Les variations climatiques ont un impact
significatif sur les rendements agricoles et la disponibilité des ressources. Intégrer des variétés
de cultures résistantes aux conditions climatiques changeantes, mettre en ceuvre des pratiques
agricoles adaptées au climat et développer des stratégies d'adaptation sont des éléments clés
pour renforcer la durabilité des écosystemes agricoles. Cela contribuerait non seulement a
atténuer les risques liés au climat, mais aussi a garantir une production alimentaire stable et

fiable a I'échelle mondiale.

La gestion complexe et synthétique de la biodiversité affecte la diversité a toutes les

échelles, y compris les génes, les especes, I'environnement, et I'écosysteme. Elle dépend d'un
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certain nombre de domaines, notamment les systemes agricoles, les sciences sociales, et la
génétique. Ce cadre conceptuel doit prendre en compte la mani¢re de mettre en ceuvre et de

conserver la biodiversité agricole (Jarvis, 2012).

3.1. Conservation in situ

La conservation in situ consistant a conserver les espéces et les écosystemes dans leurs
habitats naturels est connue sous le nom de conservation in situ. En protégeant leur
environnement naturel, la population et la diversité genétique des espéces menacées, cette

stratégie vise a maintenir la biodiversité et a les sauvegarder.

La conservation in situ est souvent considérée comme étant plus efficace que la
conservation ex situ, qui consiste a préserver les especes dans de leur habitat original, comme
dans les parcs nationaux, des jardins botaniques ou les sanctuaires de faune. La conservation in
situ permet de préserver les interactions complexes entre les espéces et leur environnement, ce
qui est crucial pour le maintien de I'équilibre écologique. De plus, la conservation in situ peut
encourager le développement durable et la participation des communautés locales a la

préservation de la biodiversite.

3.2. Conservation ex situ (gestion des collections germoplasmiques)

L'exigence d'utiliser dumatériel biologique précis et entierement défini danstoute activité
de recherche nécessite la présence des collections germoplasmiques ou les espéces végétales
sont conservées en toute sécurité (Popescu et al., 2018). L'objectif principal de la conservation
des ressources génétiques dans les collections de germoplasme est de maintenir la diversité
génétique desespeces, des genres et des populations de plantes, qui peuvent ensuite étre utilisés

pour les activités commerciales au niveau national (voir annexe D).

La vigne, l'une des cultures les plus appréciables, a une trés longue histoire et est
étroitement liée a la société humaine. De nos jours, il existe de nombreuses variétes de cette

culture qui présentent une variété d'expressions morphologiques et moléculaires.

Pour la vigne, comme pour toute autre espece vegétale, les collections exigent des
techniques de gestion spécifiques pour : I'établissement de la collection, la collecte du matériel
vegétal, I'évaluation sanitaire, la caractérisation moléculaire, la documentation, la conservation

et la distribution des variétés de vigne (Popescu et al., 2018).
Concepts fondamentaux :

Le matériel génétiquement représentatif du genre Vitis, conservé et entretenu avec soin. Son

intégrité génétique est maintenue d'une génération a l'autre par multiplication végétative ou in vitro.
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Les anciennes variétés qui ont été éliminées de l'assortiment cultivé, les variétés
traditionnelles dont I'aire de culture est limitée, les variétés cultivées et les nouvelles créations
obtenues par des techniques de sélection, les génotypes, les lignées, les mutants et les élites
sélectionnés au cours des cycles de sélection, ainsi que et les especes sauvages étroitement

apparentées aux especes cultivées sont autant d'exemples de collections de germoplasme.

L'objectif principal d'une collection est de rassembler la plus grande diversité génétique
possible a partir du plus petit nombre possible d'échantillons et d'individus. En fonction de
l'authenticité, du nombre minimum d'individus et de I'état sanitaire, les conditions de culture de
la collection ex situ doivent garantir I'uniformité et l'intégrité du matériel biologique (Marshall
et Brown, 1975).

Un matériel végétal est maintenu dans une collection ex situ en dehors de sa zone d'origine
dans des conditions adéquates pour empécher toute modification de sa composition génétique.
La conservation ex situ doit &tre considérée comme une technique sophistiquée destinée a
préserver les especes végétales menacées dans des environnements aussi proches que possible

de leurs habitats d'origine.

La préservation du matériel végétal dans les collections de germoplasme ex situ devrait
étre considérée comme une stratégie de conservation supplémentaire plutdt que comme une
alternative de la préservation in situ. La diversité génétique étant le fondement de l'adaptabilité
a l'environnement actuel ainsi qu'aux changements environnementaux potentiels futurs, il est
essentiel de préserver un large éventail de variantes génétiques au niveau des populations, des

espéces, des individus et des alleles.

La conservation nécessite une approche intégrée et réaliste qui combine des
connaissances théoriques et pratiques sur l'écologie des espéces collectées, la diversité
génétique du/des groupe(s) conservé(s) dans la collection et les meilleures pratiques de

conservation des especes/genres dans les collections ex situ (Popescu et al., 2018).

Lors de la gestion des collections ex situ, il est important de prendre en considération les

données suivantes :

3.2.1. Etablissement de la collection
La création d'une collection de matériel génétique ex situ de vigne est I'étape initiale de
la gestion de la collection. Il s'agit de choisir un lieu approprié pour la collection, de localiser

le matériel végétal et d'identifier les especes et les cultivars de vigne a inclure dans la

collection.

10
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Le nombre d'accessions, le nombre de plantes de chaque génotype et le nombre total
attendu d'accessions a conserver sont déterminés en fonction de l'espace disponible.
Il est nécessaire de garantir la survie d'au moins 4 plantes de chaque accession dans une
collection. Seules les plantes greffées sur le méme porte greffe sont placées dans la collection
a l'exception des différents types de porte greffe.

Le porte greffe doit étre adapté au sol et garantir l'expression des caractéres
ampélographiques pour tous les genotypes ou la majorité d'entre eux. Le greffage de la vigne
est une méthode de propagation végétative qui consiste a attacher un fragment d'un rameau de
vigne, appele greffon, a un porte greffe choisi (Popescu et al., 2018). En utilisant cette méthode,
le greffagea produit des plants de vigne identiques aux plantes meres, tout en assurant un certain
niveau de résistance aux maladies du sol et en ajustant la vigne aux différentes conditions

climatiques.

Les étapes du greffage dans la viticulture moderne, est une méthode de production de
plants de vigne de haute qualité. Ces vignes sont parmi celles dont la production réguliere en
est assurée :

» Sélection des porte greffes : les porte greffes sont choisis en fonction du climat local, de
leur capacité a s’adapter aux différents types de sols et de leur résistance aux maladies.

> Préparation des greffes : les greffes sont obtenues a partir d’une plante mére saine et
vigoureuse.

> La réalisation du greffe : une méthode spéciale est utilisée qui permet une soudure
compléte entre le greffon et le porte greffe au moyen d'un ruban spécial ou d'une cire
specifique pour renforcer la soudure.

> Les plants greffés sont cultivés dans une pépiniére pendant un an ou plus jusqu’a ce

qu’ils soient de la bonne taille pour étre transplantés dans le vignable.

» La distance de plantation dans la collection doit offrir suffisamment de lumiere pour
favoriser une meilleure croissance végétative pour chaque plante. La distance de
plantation standard est de 2 m entre les rangées et 0,8-1 m entre les plantes (Popescu et
al., 2018).

Le mateériel produit selon la Figure 1 de certification est issu de plantes du stade initial
qui ont été testées et trouvées indemnes des pathogenes listés au Tableau 1, et produites dans
des conditions minimisant I’infection par les autres pathogénes majeurs des espéces concemees.
Le schéma est présenté selon le plan général proposeé par le groupe d'experts (Organisation Européenne

et Méditerranéenne pour la Protection des Plantes) (OEPP, 1992) sur la certification sanitaire des
cultures fruitiéres.

11
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Figure 1. Les étapes du protocole de certification sanitaire de la vigne (OEPP/EPPO, 2008).
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Tableau 1. Pathogenes, transmission, répartition géographique et vecteurs des maladies de la
vigne (OEPP/EPPO, 1992).

Virus Reépartition géographique Vecteur
A. Complexe des dégénérescences de la vigne (toutes mécaniquement transmissibles)
1. Arabis mosaic virus (Nepovirus, Europe, Japon, Etats-Unis Xiphinema diversicaudatum
ArMv) (California)
2. Grapevine chrome mosaic virus Hongrie, ex-Yougoslavie, Inconnu
(Nepovirus, GCMV) Slovaquie, Autriche
3. Grapevine fanleaf virus Mondiale Xiphinema index,
(Nepovirus, GFLV) Xiphinema italiae,
Xiphinema vuittenezi
4. Raspberry ringspot virus Allemagne Paralongidorus maximus,
(Nepovirus, RpRSV) Longidorus macrosoma,
Longidorus elongatus
5. Strawberry latent ringspot virus Allemagne, Italie, Turquie| Xiphinema diversicaudatum
(Sadwavirus, SLRV)
6. Tomato black ring virus Canada (Ontario), Longidorus attenuatus,
(Nepovirus, TBRV) Allemagne, Hongrie Longidorus elongatus
B. Complexe de I'enroulement de la vigne
7. Grapevine leafroll-associated virus | Mondiale Heliococcus bohemicus,
1 (Ampelovirus, GLRaV 1) Neopulvinaria innumerabilis,
Phenacoccus aceris,
Parthenolecanium corni
8. Grapevine leafroll-associated virug Mondiale Inconnu
2 (Closterovirus, GLRaV 2)
9. Grapevine leafroll-associated virus |  Mondiale Planococcus citri, Planococcus
3 (Ampelovirus, GLRaV 3) ficus, Pseudococcus affinis,
Pseudococcus calceolariae,
Pseudococcus comstocki,
Pseudococcus longispinus,
Pseudococcus maritimus,
Pseudococcus viburni,
Pulvinaria vitis
10. Grapevine leafroll-associated Méditerranée, Etats-Unis Inconnu
Virus 4 (Ampelovirus, GLRaV 4)
11. Grapevine leafroll- associated Méditerranée, Etats-Unis Pseudococcus longispinus
Virus 5 (Ampelovirus, GLRaV 5)
12. Grapevine leafroll-associated virug Europe Inconnu
6 (Ampelovirus, GLRaV 6)
13. Grapevine leafroll-associated virug Italie, Gréce, Albanie Inconnu
7 (GLRaV 7)
14, Grapevine leafroll-associated virus| Etats-Unis Inconnu
8 (Ampelovirus, GLRaV 8)
15. Grapevine leafroll-associated Etats-Unis, Australie Pseudococcus longispinus

Virus 9 (GLRaV 9)
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C. Complexe du bois strié (seul le Grapevine closterovirus A est transmissible mécaniguement)
16. Grapevine virus A (Vitivirus, GVA) | Mondiale Heliococcus bohemicus,
Neopulvinaria innumerabilis,
Planococcus citri, Planococcus
ficus, Pseudococcus affinis
Pseudococcus comstocki,
Pseudococcus longispinus
17. Grapevine virus B (Vitivirus, GVB) | Europe, Bassin Planococcus ficus, Pseudococcus
Méditerranéen, affinis, Pseudococcus longispinus
Etats-Unis, Australie
18. Grapevine rupestris stem pitting Mondiale Pollen (soupgonné)
associated virus (Foveavirus,
GRSPV)
D. Marbrure
19. Grapevine fleck virus Mondiale Inconnu
(Maculovirus, GFkV)
E. Maladies de la vigne causées par des phytoplasmes
20. Grapevine flavescence dorée Europe Scaphoideus titanus
phytoplasma
21. Bois noir de la vigne et autres Europe, Chili, Hyalestes obsoletus (bois noir)
phytoplasmes responsables de Israél,Nouvelle- Oncopsis alni (Palatinate yellows)
jaunisses Zélande,
Australie

3.2.2. Gestion de la santé des végetaux

Il est essentiel de préserver le bien étre des vignes dans la collection en mettant en place
les bonnes procédures de lutte contre les ravageurs et les maladies, en effectuant des inspections

de routine et en suivant les bonnes techniques d’¢lagage et d’irrigation (Popescu et al., 2018).
3.2.2.1. Les ravageurs et les maladies cryptogamiques de la vigne

L'une des raisons de la perte de nombreuses espéces, comme c'est le cas pour les espéces
Algériennes dans cette étude, malgré sa présence dans la collection, sont les bioagresseurs de

la vigne.

Lorsque le phylloxera (Daktulosphaira vitifoliae), I'oidium (Erysiphe necator), puis le
mildiou (Plasmopara viticola) sont arrivés en Europe entre les années 1850 et 1870 (Zah-Bi,
2014 ; Meng et al., 2017). En conséquence, la diversité des espéces cultivées et sauvages a
probablement diminué (Brault, 2021). La diversité actuelle des espéces de V. vinifera ne
représente vraisemblablement que le reflet de ce qui existait avant la propagation des maladies
(Figure 2,3 et 4). Depuis la fin du XVIlle siécle, des botanistes et des pépiniéristes ont introduit

dans de nombreux cépages Nord Ameéricains sans prendre aucune précaution sanitaire, ces
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vignes sont résistantes a I'Erysiphe necator pathogéne et le phylloxéra (Zah-Bi, 2014).

Figure 3. Les symptomes de I’oidium de la vigne (Delbac, 2020)
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Figure 4. Les symptomes de mildiou de la vigne sur feuilles et grappes (Chen, 2019)

a) : Symptome « tache d’huile ». (b) : Tissus nécrosés. (c) : Sporulation du pathogene sur la
face inférieure de la feuille infectée. (d) : Sporulation du pathogene sur baies de raisin. (e) :
Symptéme de « rot brun » sur grappe, avec taches brunes sur baies. (f): Symptdmes de mildiou
« mosaique ».
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De plus, en 1872, des inquiétudes ont été soulevées concernant la propagation potentielle
du mildiou par ces porte greffes Americains. Les deux maladies cryptogamiques qui ont
actuellement le plus d'impact sur les vignobles, en dehors du phylloxéra, qui est totalement
enrayé grace a l'utilisation de porte greffes, sont le mildiou et I'oidium. Ces trois maladies ont
favorisé le développement de porte greffes résistants au phylloxéra et adaptés aux sols souvent

calcaires des vignobles, ainsi que d'hybrides spécifiquement résistants au mildiou et a I'oidium.

Les maladies phytosanitaires ne pouvaient étre combattues efficacement que sur une
trés petite surface par immersion, I'une des nombreuses méthodes de lutte qui se sont toxiques,
averees codteuses et inefficaces. Il a eté démontré en 1874 que les especes Américaines Vitis

rupestris et Vitis riparia étaient résistantes a ce type de maladie (Zah-Bi, 2014).

La lutte contre le phylloxéra comporte deux nouvelles stratégies. La premiére stratégie
consistait a créer des croisements interspécifiques entre des especes Européennes et
Américaines afin de développer des cultivars pouvant étre utilisés en tant que franc de pied ou
hybrids. La deuxiéme stratégie consistait a greffer des variétés résistantes d'ascendance
Américaine sur des variétes Européennes. L'intérét de cette opération était de combiner la
qualité de récolte de variétés Européennes conventionnelles avec la résistance racinaire offerte

par le porte greffe Américain (Pouget, 1990).

Bien que les résistances au phylloxéra soient en place depuis plus d'un siécle, le
développement de variétés résistantes au mildiou et a l'oidium reste difficile. La sélection
pour la durabilité de la résistance nécessite plusieurs années d'étude et de nombreuses
génerations de croisements, ainsi que des normes de perfection de la qualité. De plus, une étude
approfondie des populations d'agents pathogénes, de leur adaptabilité, de leur diversité et de

leurs origines est nécessaire. (Zah-Bi, 2014).
3.2.2.2. Les maladies virales de la vigne

Comme pour les autres plantes, la majorité des maladies qui affectent la vigne se
développent a la suite de l'interaction d'un agent pathogene vivant avec un héte sensible. Ces
agents pathogénes biotiques se déclinent en un large éventail d'espéces, principalement des

champignons, des bactéries, des virus et des insectes.

Les virus provoquent des maladies dans les cellules des plantes infectées, altérant ainsi
les capacités de la plante, notamment en réduisant les rendements de la récolte, en général, la
qualité, en affaiblissant les vignes qui vieillissent prématurément et en rendant plus difficile a
greffer et a bouturer (Rahali, 2020).
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Le court-noué, le complexe de la strie du bois et I'enroulement viral de la vigne sont les
plus dangereux car ils ont un impact important sur le rendement et l'activité végétative (Figure
5).

[nfectod

Figure 5. Les symptomes de la maladie du court-noué de la vigne (Ozturk et al., 2017)

A-B : Souche de malformation.

C-K: Souche mosaique jaune
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La plus ancienne maladie virale connue de la vigne est la maladie du court-noué, elle est
provoquée par deux virus de la famille desnépovirus, 'ArMV (Arabis mosaic virus) et le GFLV

(Grapevine fanleaf virus).

Les symptomes de I'ArMV et du GFLV sont identiques, et les deux maladies sont
propagees par des nématodes vecteurs appelés respectivement Xiphinema diversicaudatum et
Xiphinema index. La décoloration jaune de la surface des feuilles est I'une des caractéristiques
de la maladie du court-noué, et parfois une croissance anormale des nervures est également

présente (Galet, 1977). De plus, la maladie entraine une croissance anormale des entre-nceuds.

Selon Agrios, (1997), les vignes infectées perdent continuellement leur vigueur, ce qui
entraine la dégénérescence et la mort de la plante, réduisant ainsi considérablement les
rendements. L'enroulement de la vigne est provoqué par le GLRaV (Grapevine Leafroll-
Associated Virus). Selon le cultivar, les feuilles malades deviennent jaunes ou rouges au début

de I'été. En fin de saison, les feuilles s'enroulent d'une maniere particuliére (Figure 6).

L. .

Figure 6. Les symptdmes de I'enroulement de la vigne (Martinson, 2008).
(A) Chez une variété rouge.
(B) Chez une variete blanche.
La taille des grappes est inférieure a la normale, et la maturation des fruits est retardée.
La maladie ne tue pas les plantes ; elle provoque plutot des dommages persistants aux plantes

et des pertes de rendement.
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Un autre virus dit le GFkV, virus de la marbrure de la vigne (Grapevine fleck virus),
produisent généralement peu ou pas de symptomes (Figure 7) et par conséquent, son existence

sur les clones des variétés de vigne certifiées n'est pas éliminatoire. (Spring et al., 2012).

Figure 7. Symptdmes d'éclaircissement des veines associés au virus de marbrure de la
vigne (GFKV) (Constable et Rodoni, 2011).

L'un des complexes des maladies de la vigne les plus répandus, connu sous le nom de
bois rugueux (RW), comprend les virus de la vigne A, B et D (GVA, GVB et GVD,
respectivement) du genre Vitivirus et le virus de la vigne rupestris liés aux perforations de la

tige (Figure 8).

Figure 8. Les symptdmes du bois rugueux (Maliogka et al., 2014)
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3.2.2.3. Tests de diagnostic des maladies de la vigne

- Détection sérologique par le test ELISA

C’est un testimmuno-enzymatique, le test ELISA est basé sur la réaction anticorps (1gG)-
antigene (virus). Pour la detection du virus du court-noué de la vigne, des Closteroviridae
(GLRaV 1 a9), d’autres népovirus et des vitivirus (GVA et GVB) pour lesquels un antisérum

est disponible, un test ELISA est conseillé.

Les bourgeons, les racines, les feuilles ou les copeaux de bois de vigne peuventtous servir
de source d’antigenes pour les tests ELISA. L utilisation de copeaux de bois a des avantages,
puisque les niveaux d’antigénes dans les copeaux de bois ne semblent pas changer de fagon
saisonniere comme les organes végétatifs, ils peuvent étre utilisés toute I’année sans perdre leur

efficacité apparente. Ils ont également un bruit de fond faible et constant.

Ils sont beaucoup plus précis pour détecter les virus de la famille des Closteroviridae sur
les porte greffes Américains, notamment le Vitis rupestris et ses hybrides. Le test ELISA peut
étre considéré comme un ajout aux techniques de diagnostic existantes et non comme un
substitut. 1l peut étre utilisé spécifiquement pour les tests de dépistage ou les procédures
d’échantillonnage (OEPP/EPPO, 1992).

- Détection de la charge virale par test moléculaire RT-PCR

Parce qu’elle est plus sensible aux techniques biologiques, la PCR est devenue de plus en
plus courante ces derniéres années. Si les antisérums pour le test ELISA ne peuvent pas étre
obtenus ou inappropriés, la PCR est particulierement utile, en particulier pour la détection de
GFLV et de Maculovirus (GFKV), il a été démontré que I'utilisation de RT-PCR peut améliorer

(d’au moins 10%) le nombre d’échantillons positifs.

Pour les échantillons avec un résultat ELISA négatif, I"utilisation de RT-PCR, dans les

procédures simples ou multiplexées, est fortement recommandée.

Afin de détecter de nombreux virus en une seule réaction, des techniques de RT-PCR
multiplex (MRT-PCR) ont été congues (Faggioli et La Starza, 2006 ; Gambino et Gribaudo,
2006). Cela permet un diagnostic de routine rapide, précis et abordable. Le plus fin tissu pour
I’extraction d’ARN est le phloéme, qui est mieux obtenu en raclant des rameaux matures

obtenus pendant la taille d’hiver.

Il existe de nombreuses méthodes d’extraction d’ARN totales qui peuvent étre utilisées.

Aux fins de I’identification du virus, divers ensembles d’amorces peuvent étre combinés
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individuellement ou en multiplexes (Faggioli et La Starza, 2006; Gambino et Gribaudo, 2006).
Etant donné que les tests moléculaires ne nécessitent qu’une quantité faible d’échantillon de
tissu fraichement produit in vitro, ils conviennent au dépistage précoce du matériel de culture

tissulaire dans le cadre des programmes d’amélioration de la santé (OEPP/EPPO, 1992).

3.2.3. La caractérisation et évaluation du matériel végétal

Afin de maintenir des conditions idéales, il est nécessaire de caractériser et d’évaluer
périodiquement le matériel genétique afin de déterminer sa diversité génétique, son adaptabilité

et d’autres caracteristiques critiques.

Les plans de sélection et les autres activités pertinentes peuvent étre guidés par ces
données caractéristiques. Les collections doivent étre catégorisées et identifiées avec

exactitude, et leurs qualités d’utilité doivent étre énoncées (Popescu et al., 2018).

Selon Upadhyaya et al., (2008), la « caractérisation du germoplasme » renvoie a la
documentation de traits héréditaires clairement identifiables. Selon Maghradze et al., (2015),

les criteres de caractérisation et d’identification de la vigne sont les suivants :

- Caractéristiques morphologiques conformes aux 48 descripteurs de la liste de ’OIV
(L'Organisation Internationale de la Vigne et du Vin) pour les cépages et les especes de Vitis

(2009) et en utilisant la technique normalisée décrite par Rustioni et al., (2014).

- Caractéristiques moléculaires par neuf marqueurs SSR (VVS2, VVMD5, VVMD7,
VVMD25,VVMD27,VVMD28, VVMD32, VIZAG62 et VrZAGT79) suggérés par Maul et al.,
(2012).

Pour obtenir une validation préliminaire de I’authenticité des accessions recherchées, la
description ampélographique doit étre comparée a la description de la littérature de référence.
Les résultats des analyses moléculaires en comparant le génotype obtenu a partir d'un
échantillon avec des génotypes de référence présenté dans une base de données internationales
(Siret et al., 2002), permettent d'identifier (true-to-type) avec précision chaque accession
(d’accessions incorrectement identifiées, détection de variétés distinctes, d’homonymes, de

synonymes, de matériel génétique redondant).

Les marqueurs de répétition de sequence simple (SSR), souvent appelés répétitions en
tandem courtes, sont maintenant couramment utilisés et se sont avérés étre un outil efficace

dans la création de cartes génétiques, montrant une description de la génétique individuelle, et
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I'évaluation des génes associés, pour leur reproductibilité et leur polymorphisme (Eyduran et

al., 2016 ; Bozhuyuk et al., 2020 ; Bolaric et al., 2021 ; Hasanbegovic et al., 2021).

Les répétitions de séquence (SSR) ou microsatellites sont également connues sous le nom
polymorphismes de répétitions de séquences simples (SSRP), séquences marquées de sites
microsatellites (STMS), les polymorphismes de longueur de séquence simple (SSLP) et nombre

variable de répétitions en tandem (VNTR).

Tous les chromosomes comprennent ces séquences, qui sont largement dispersées dans
le génome. Elles ont été découvertes dans des introns et des séquences codantes de genes. Le
SSR di-nucléotide (AT)n est le type de SSR le plus répandu chez les plantes (Abdel- Mawgood,
2012 ; Firas et Abdulkareem, 2015 ; Hoshino et al., 2012 ; Jones et al., 2009 ; Liu, 2011 ;
Soranzo et al., 1999).

Les marqueurs microsatellites sont considérés comme plus fiables, plus variés et plus
informatifs que les autres marqueurs moléculaires. En raison de ces caractéristiques et de leur
faible codt, ils constituent sans aucun doute le systeme de marqueurs de choix pour les enquétes
génétiques (Akkaya et al., 1992 ; Phillis et Vasil, 2001).

Comme les SSR n'ont besoin que d'une petite quantité d'’ADN et n'ont pas besoin d'étre
de haute qualité, il est désormais possible d'identifier des loci dans 'ADN méme s'il est ancien
et fortement dégradé, ce qui explique pourquoi les microsatellites sont devenus les marqueurs

moléculaires les plus utiles et les plus performants.

De plus, ces marqueurs sont considéres comme la meilleure méthode pour identifier les
variétés et détecter le polymorphisme inter-variétal (Abdel-Mawgood, 2012 ; Firas et
Abdulkareem, 2015 ; Zhang, 2006), comprendre la structuration des populations (Sefc et al.,
2009 ; This et al., 2006). Afin de construire des liens phylogénétiques (Péros et al., 2010) et
des études de cartographie, ils sont également utiles pour I'analyse parentale entre les variétés
de vigne et pour estimer le degré de parenté des individus (Bowers et al.,1999 ; Firas et
Abdulkareem, 2015 ; Idrees et Irshad, 2014).

Outre la possibilité d'identifier des cépages a partir de produits finis (jus, vins), les
microsatellites peuvent également étre utilisés pour identifier du matériel végétal d'origine
variétale inconnue, ceci en raison de leur fort pouvoir discriminant. Les microsatellites se sont
également révélés prometteurs pour mesurer de la variation génétique dans les collections

germoplasmiques (Mohammadi et Prasanna, 2003).
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Ils se sont révélés tres efficaces et sont fortement conseillés pour résoudre les problemes
de synonymie et d'homonymie dans la dénomination des cépages (El Oualkadi et al., 2011;
Laiadi et al., 2009).

- Homonymie : lorsque les accessions ont des noms identiques, mais un génotype différent, il

sera important de faire la distinction entre les accessions qui représentent des noms erronés.

- Synonymie : lorsque des noms d’accessions différents mais de méme génotype, dans cette

situation, les synonymes corrects et les noms incorrects sont distingués.

3.2.4. La documentation

Le dossier d'information doit comporter une identification précise et une caractérisation
approfondie. Un systeme d'acces a I'information simplifie I'obtention de toutesles informations

concernant la collection de vigne, les descriptions des accessions et les utilisations potentielles.

Les bases de données internationales et le propre systéeme d'information intégré sont des
ressources utiles pour communiquer desinformations sur les collections et améliorer I'efficacité

de la valorisation des accessions qui les composent (Popescu et al., 2018).

Les documents contiennent :
* L’origine de I’équipement (le nom de I’agriculteur, la région ou I’installation expérimentale

ou il a été regu).

» Morphologie des plantes (forme, type de croissance, hauteur et couleur ...etc.).
« Rendement agronomique de la variété (période de floraison, précocité et potentiel de

rendement).

 Adaptation de la variété a certains parametres environnementaux (comme le type de sol et la

résistance aux maladies).

« Utilisation de I’équipement (temps de cuisson courts, saveur) (Jarvis et al., 2016).

Des techniques de multiplication et de régénération seront utilisées pour garantir que
chaque variété de vigne donne le nombre de plantes requis et, si nécessaire, pour distribuer le
matériel végétal. Pour produire de nouveaux cépages, seules des plantes saines et vigoureuses
devraient étre utilisées (Popescu et al., 2018).
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3.2.5. La conservation du matériel génétique

La préservation efficace du matériel génétique végétal nécessite une approche holistique,
intégrant diverses pratiques agricoles. Un contréle attentif de la qualité du sol, en veillant & son
adéquation en termes de nutriments, de pH et de structure, constitue le fondement d'une
croissance végetale saine et résiliente aux maladies. La mise en place d'un systéme d'irrigation
bien pensé, incluant la collecte d'eau de pluie et des techniques d'irrigation efficaces, garantit
une alimentation en eau constante et équilibrée. Parallelement, la lutte contre les mauvaises
herbes, grace a des méthodes adaptées telles que le paillage et des herbicides naturels, prévient
les risques de maladies et favorise un environnement de croissance propre.

La sécurité phytosanitaire revét une importance cruciale, avec la mise en ceuvre de
mesures de quarantaine pour prévenir l'introduction de nouvelles maladies ou ravageurs,
nécessitant une surveillance réguliére des cultures et des actions rapides en cas de détection de
problémes. L'étiquetage précis de chaque plante, comprenant des informations détaillées sur la
variété, la date de plantation, et d'autres détails pertinents, facilite la gestion du matériel
géneétique et assure une tracabilité fiable. La sensibilisation dupersonnel et desparties prenantes
a travers I'éducation et la formation sur les bonnes pratiques agricoles, la reconnaissance des
maladies et des ravageurs, ainsi que l'utilisation appropriée des traitements, renforce les
compétences nécessaires a une conservation réussie. Enfin, I'établissement d'un programme de
suivi régulier permet d'évaluer la santé des plantes, de détecter tout signe de maladie ou de
dégradation, et d'ajuster les pratiques de gestion en conséquence, créant ainsi un environnement
propice a la préservation a long terme de la diversité génétique des plantes.

Une gestion compétente de la collection de germoplasme est la preuve du respect de

I’environnement, des traditions locales et des ressources naturelles (Popescu et al., 2018).
3.2.6. Utilisation de la collection

L'utilisation de la collection de germoplasme est d'une importance vitale dans divers
domaines tels que I'agriculture, la recherche scientifique et la préservation de la biodiversité.
Les chercheurs et les sélectionneurs utilisent le germoplasme pour introduire de nouvelles
caractéristiques, telles que la résistance aux maladies, la sélection végétale et d'autres
caractéristiques bénéfiques, ainsi que pour contribuer a renforcer la sécurité alimentaire en
permettant le développement de variétés plus productives, plus résistantes et mieux adaptées au
changement climatique. La collection de germoplasme agit comme une réserve de diversité
génetique veégétale, jouant un réle crucial dans le developpement de nouvelles variétés pour
répondre aux besoins spécifiques des agriculteurs, des marchés et de I'environnement.
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Partie 11 Réalisation expérimentale

1. MATERIEL ET METHODES

1.1. Présentation de la région d’étude

Les plantes étudiées appartiennent au genre Vitis, plus précisément a I’espéce Vitis
vinifera L. et des porte greffes cultivés dansla collection germoplasmique au niveau dela ferme
de démonstration de I’institut technique d’arboriculture fruitiere et de la vigne (ITAFV)
d’Emdjez Edchich (wilaya de Skikda) (Figure 9). Cette station a été créée par arrété ministériel
n°143 du 12/02/1989, avec une superficie totale de 83 hectares dans la commune d’Emjez
Edchich (daira d’El Harrouch). Elle est bordée au Nord par la route nationale n°22 menant a la
wilaya de Skikda, au sud par la ferme pilote Bouraoui Mohamed, et a I'Ouest et a I'Est des terres
agricoles privées. Leurs coordonnées géographiques sont : X : 6° 48’ E, Y : 36° 43’ N, avec
une altitude de 200 m. Le vignoble s'étend sur une superficie de 8 hectares dont 5 hectares de
champs de pieds-mere (CPM) et 3 hectares de raisins de table (voir Annexe E, E1, E2, E3, E4,
E5, E6 et E7).

Ferme de démonstrationde CITAEY. Skkda (Algena)

Figure 9. Localisation géographique de I’institut technique d’arboriculture fruitiére et de la
vigne (ITAFV) d’Emdjez Edchich (wilaya de Skikda) (Image satellite, Google Earth, 2023).
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1.2. Matériel végétal

Le matériel végétal retenu pour cette étude est constitué de la majorité des cépages

autochtones existants, des cépages introduits et des porte greffes avec leurs clones (Tableau 2).

Les variétés sélectionnées sont du méme age et en phase de fin de production, sont
toutes greffées sur le 1103 Paulsen un hybride de Vitis berlandieri et Vitis rupestris, c’est un
porte greffe résiste bien a la secheresse et au calcaire, il est vigoureux dans les sols frais et
humides, il est tres bien adapté aux sols pauvres et secs, se remet bien au bouturage et greffage
(Galet, 1988, Bounab, 2020).

Le nombre total d'accessions de vigne (Vitis vinifera L.) étudiées est de 81 : dont 38
accessions autochtones, toutes classees en variétés menacées ou mineures, 18 cultivars
introduits, et 25 accessions de porte greffes dont certains non identifiées et fournies par une
pépiniere privée a Blida (la liste est rapportée dans le Tableau 2). Chaque accession se
composait de quinze plantes propagées, mais la plupart sont mortes a cause des problemes
climatiques et sanitaires.

Pour I'échantillonnage, le tissu de cambium du bois a été prélevé sur une seule plante de
chaque accession avec répétition en cas d'incohérence avec les études antérieures. Ensuite, ils
ont été emmenés au centre de recherche pour viticulture et (Enologie (CREA) en Italie, pour
l'analyse génétique, afin de déterminer I’identification moléculaire de cépages et leur état

sanitaire.

Tableau 2. Liste des accessions analysées, y compris le nom, la couleur des baies.

N° de I'accession Nom de I'accession Couleur Origine
1 Aberkane Noir Algérie
2 Adadi Blanc Algérie
3 Adari des Bibans Blanc Algeérie
4 Ahchichene Blanc Algérie
5 Ahmar de Mascara Rouge Algérie
6 Ahmar Mechtras Il Rouge Algérie
7 Ahmar Mechtras Il Rouge Algérie
8 Ahmed draa el Mizen Blanc Algeérie
9 Ahmeur Bou Ahmeur Rouge Algérie
10 Ain el Couma Blanc Algérie
11 Ain el Kelb Blanc Algérie
12 Alphonse Lavallée Noir France
13 Alvina Noir France
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14 Amellal Blanc Algérie

15 Amokrane Blanc Algérie

16 Aneb el Cadi Blanc Algeérie

17 Bezzoul el Khadem Noir Algérie

18 Boghni Blanc Algeérie

19 Bouaber des Aures Noir Algerie

20 Bouni Blanc Algérie
Amérique Etats-Unis

21 Cardinal Rouge

’s Centennial Blanc Amérique Etats-Unis

23 Cherchelli Blanc Algeérie

24 Chasselas Blanc France

25 Corrin Seedless Noir Amerique Etats-Unis

26 Christmas Rose Rouge Amerique Etats-Unis

27 Dattier de Beyrouth Blanc Liban

28 Dona Maria Blanc Portugal

29 El Wali Blanc Algérie

30 Farana Blanc Blanc Algerie

31 Farana de Mascara Blanc Algérie

32 Farana Noir Noir Algeérie

33 Ghanez Blanc Algérie

34 Halawani Rouge Turquie

35 Italia Blanc Italie

36 Kabyle Aldebert Noir Algérie

37 Lakhdari Blanc Algérie

38 Lekhzine Blanc Algeérie

39 Louali Blanc Algérie

40 Muscat D'Alexandrie Blanc Greéce

41 Muscat de Berkain Noir Algerie

42 Muscat de Fandouk 1 Blanc Algérie

43 Muscat de Fandouk 2 Blanc Algérie

44 Muscat de Hambourg Noir Royaume-Uni (UK)

45 Muscat EI Adaa Blanc Algérie

46 Muscat Noir Blanc France

47 Sbaa Tolba Blanc Algérie

48 Sulima Blanc France

49 Sultanine Noir Turquie

50 Tadelith Noir Algérie

51 Tinesrine Blanc Algérie

52 Tizi Ouinine Blanc Algeérie

53 Torki Blanc Algérie

54 Toustain Noir Algeérie

55 Valenci Blanc Blanc Espagne

28



Partie 11

Réalisation expérimentale

56 Valenci Noir Noir Espagne
Millardet et Grasset 41B clone
57 194 - France
58 Millardet et Grasset 41B clone
195 - France
Millardet et Grasset 41B clone
59 153 - France
60 Richter 99 clone 179 - France
61 Richter 99 clone 96 - France
62 Couderc 3309 clone 111
- France
63 Richter 110 clone 139 - France
64 Richter 110 clone 140 - France
65 Richter 110 clone 151 - France
66 Richter 110 clone 06 - France
67 Paulsen 1103 clone 112 )
- Italie
68 Paulsen 1103 clone 113 i ltalie
69 Paulsen 1103 clone 768 .
- Italie
70 SO4 clone 102 - Allemagne
71 SO4 clone 05 - Allemagne
Ripari i
& Wonpeller : France
73 Ruggeri 140 clone 200 - Italie
74 Ruggeri 140 clone 101 - Italie
75 Ruggeri 140 clone 265 - Italie
76 Inconnu 01 - -
77 Inconnu 02 - -
78 Inconnu 03 - -
79 Inconnu 04 - -
80 Inconnu 05 - -
81 Inconnu 06 - -

1.3. Identification génotypique

1.3.1. Extraction de PADN

Apres avoir broyé la plante verte en une fine poudre a l'aide d'un instrument : Tissue-

Lyser 11 (Qiagen, Hilden, Allemagne), I'ADN a été extrait de 20 mg de tissu lyophilisé a l'aide

d'un kit commercial Qiagen DNeasy Plant mini-kit (Qiagen, Hilden, Allemagne), selon le

protocole du fabricant :
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e Suspendre 20 mg de tissu lyophilisé dans 400 pl de tampon AP1, ajouter 4 pl par
laRNase A.

e Agiter (par type vortex) et incuber pendant 10 min dans un bain marie a 65 °C.

e Ajouter 130 ul de tampon P3 tout en mélangeant et incuber sur de la glace pendant
Sminutes.

e Centrifuger le lysat a 14 000 rpm pendant 5 min.

e Récupérer le surnageant et déplacer dans la colonne (QlAshredder Mini spin column)
puis centrifugé 2 min a 14 000 rpm.

e Ajouter 1,5 /volume de tampon AWL au lysat et mélanger immédiatement par
pipetage.

e Transférer 650 pl du mélange dans la mini colonne (DNeasy Mini Spin Column) et
centrifugé 1 minute a 8000 rpm.

e Transférer la mini colonne (DNeasy Mini Spin Column) dans un nouveau microtube
de 2 ml et ajouter 500 pl de tampon AW?2 et apreés centrifuger pendant 1 min a 8000
rpm puis répéter la centrifugation pendant 2 min a 14 000 rpm.

e Placer la mini colonne (DNeasy Mini Spin Column) dans un nouveau microtube de 2
ml.

e Ajouter 100 pl de tampon AE pour élution, puis incuber a température ambiante (15-
25 °C) pendant 5 min, ensuite centrifuger pendant 1 min a 8000 rpm, cette étape est

répétée dans le méme tube.

1.3.2. La concentration et la qualité de I'AND extrait

La concentration et la pureté de ’ADN extrait ont ét€¢ mesurées par un Nanodrop 1000
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) (les rapports 260/280 et 260/230)

et par électrophorése sur gel (agarose 1%).

1.3.3. Amplification de microsatellites (SSR)

La PCR (Polymerase Chain Reaction ou réaction en chaine par polymérase) est une
réaction de synthese d'ADN in vitro et de maniére répétée. Elle permet d'amplifier un trés

grand nombre de copies un fragment d'’ADN choisi, Chaque cycle s’effectue en 3 étapes :

e Une dénaturation thermique de T'ADN
e Une hybridation des amorces

e Une élongation
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Les étapes précédentes sont réalisees a différentes températures a 1’aide d’un

thermocycleur (modéele AB 2720, Applied Biosystems™)

1.3.3.1. Préparation des solutions mixtes

Les variétés ayant fait I'objet de I'étude ont été génotypées par douze marqueurs SSR en

fonction de leurs polymorphismes et de leur taille : neuf marqueurs de vigne communs a

usage international proposés dans le cadre du projet Européen Grapegen06 (VVS2, VVMD5,
VVMD7, VVMD25, VVMD27, VVMD28, VVMD32, VIZAG62, VIZAGT79) (Maul et al.,
2012), plus VMC6E1 (I1SV2), VMC6G1 (ISV4) et VMCNG4b9 (EVA?2) (Vitis Microsatellite
Consortium) (Migliaro et al., 2013). Les analyses SSR ont été réalisées selon le protocole
détaillé dans Migliaro et al., (2013) pour dix SSR, tandis que VVMD?25 et VVMD32 ont été

amplifiés séparément avec les mémes conditions de PCR. Ce protocole évite les étapes de

purification de 'ADN pour accélérer le genotypage et l'identification des vignes et ameliorer

la pratique dela recherche. Les SSR utilisés lors de cette étude sont présentés dans le (Tableau

3).
Tableau 3. Noms, séquences d'amorces et références pour les microsatellites utilisés.
Nom d’SSR | Amorce sens Amorce antisens Reférence
CAGCCCGTAAATGTATCC | AAATTCAAAATTCTAATTCAACT Thomas et al
wWS2 | AT GG ’
(1993)
CTAGAGCTACGCCAATCC | TATACCAAAAATCATATTCCTA Bowers et al.
VVMD5 | AA AA ’
(1996)
AGAGTTGCGGAGAACAGG | CGAACCTTCACACGCTTGAT Bowers et al
VVMD7 | AT ’
(1996)
TTCCGTTAAAGCAAAAGA | TTGGATTTGAAATTTATTGAGGG Bowers et al.
VVMD25 | AAAAGG G |
(1999)
GTACCAGATCTGAATACA | ACGGGTATAGAGCAAACGGTGT Bowers et
VVMD27 TCCGTAAGT
al.,(1999)
AACAATTCAATGAAAAGA | TCATCAATTTCGTATCTCTATTT Bowers et al
VVMD28 | GAGAGAGAGA GCTG i
(1999)
TATGATTTTTTAGGGGGG GGAAAGATGGGATGACTCGC Bowers et al.
VVMD32 | TGAGG ’
(1999)
GGTGAAATGGGCACCGAA | CCATGTCTCTCCTCAGCTTCTCA | oot ot al
VIZAG62 | CACACGC GC )
(1999)
AGATTGTGGAGGAGGGAA | TGCCCCCATTTTCAAACTCCCTT Sefc et al
VIZAGT9 | CAAACCG cC (1999) ”
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CAC TGG CCTGTT GGG

CCT TCA ACTGGA AAA GCCTGT | Migliaro et

VMC6EL | AGATAAT C al., (2013)
TGC ATA GTG CTG TAG TCT GTC ATT GCT GTC CCTTTCA | Migliaro et

VMC6GL | GCCATTG al., (2013)
CTGGGGAGCATATACACA | CTCTCTCTTCCCGATAGCCACC | Migliaro et

VMCNG4b9 | TACCAG al., (2013)

Pour réduire le risque de contamination, nous avons préparé différentes solutions

contenantes tous les composants PCR répertoriés dans le Tableau 4. La concentration de

I'étiquetage des amorces présentée dans le Tableau 5.

Tableau 4. Composition de cocktail des amorces

Multiplex SSR Concentration Etiquetage Allele taille
d'amorce (uM)
VVS2 0,20 6-FAM 123-171
VVMD7 0,20 6-FAM 227-265
VIZAG62 0,11 VIC 172-219
M1 VVMD28 0,24 PET 219-285
VIZAGT79 0,11 NED 236-280
VMCG6E1L 0,14 VIC 117-171
VVMD5 0,48 VIC 218-276
VVMD25 0,16 6-FAM 238-277
VVMD27 0,20 6-FAM 175-223
M2 VVMD32 0,30 NED 236-292
VMC6G1 0,14 PET 169-197
VMCNG4h9 0,14 NED 138-180
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Tableau 5. La concentration de I'étiquetage des quelques amorces (Migliaro et al., 2013).

Locus SSR Localisation du | Conc. | Séquences d'amorces sens et antisens marquées (5'-3") Taille de I'allele | Reference
chromosome (nM)

F:6-FAM- CAGCCCGTAAATGTATCCATC
F:6-FAM - GTACCAGATCTGAATACATCCGTAAGT

VVMD27 5 52 R :ACGGGTATAGAGCAAACGGTGT 175-223 This et al., 2004
F:6-FAM - AGAGTTGCGGAGAACAGGAT
F:VIC - CACTGGCCTGTTGGGAGATAAT
F:VIC -GGTGAAATGGGCACCGAACACACGC

VrZAG62 7 28 R :CCATGTCTCTCCTCAGCTTCTCAGC 173-219 This et aI., 2004
F:VIC - CTAGAGCTACGCCAATCCAA
F:NED-CTGGGGAGCATATACACATACCAG
F:NED - AGATTGTGGAGGAGGGAACAAACCG )

VIZAG79 5 24 R : TGCCCCCATTTTCAAACTCCCTTCC 236-270 This et al., 2004
F:PET - GAGTAAGAGAGAAGCAAGAAAA
F:PET-TGCATAGTGCTGTAGGCCATTG

VMC6G1 11 100 R TCTGTCATTGCTGTCCCTTTCA 169-197 Crespan, 2003
F: PET - AACAATTCAATGAAAAGAGAGAGAGAGA
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1.3.3.2. Principe de PCR

Aprés la préparation des solutions mixtes, PCR est réalisée a I'aide d'un Thermocycleur
(modele AB 2720, Applied Biosystems™) dans un volume réactionnel de 12,5 ul contenant les

réactifs listés dans le Tableau 6.

La pré-dénaturation est démarrée a 94°C, puis le programme d'amplification est réalisé

selon trois étapes répétées en 30 cycles :

> Dénaturation a 94°C pendant 45 secondes.
» Hybridation a 55°C pendant 1 minute et 30 secondes.

> Elongation & 72 °C pendant 1 minute.

Enfin, la réalisation d'une phase d'extension tout en maintenant la température a 72 °C pendant 30

minutes.

Tableau 6. Composition de la solution mixte pour la PCR

Produits Volumes (1tube) Volumes (81tubes)

H20 ultra-pure 7,45 ul 603,45 ul
Tampon (10x) (QIAGEN) 1,25 ul 101,25 pul
Mg CI2 (15mM) 0,4 ul 32,4 ul
dNTPs (ImM) 1,0 ul 81,0 ul
Cocktail d’amorces (25uM) 1,25 ul 101,25 pl
Taq Polymérase (QIAGEN) (5U/ul) | 0,15 ul 12.15 ul
ADN génomique (10ng/ul) 1,0 ul 81.0 ul
Volume final 12,5 ul/1tube 1012,5 pl/1tube

Les produits de PCR (0,5 pul) ont été mélangés avec 9,35 pl de formamide et 0,15 ul de
standard GeneScan ™ 500 LIZ® (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA).
Les échantillons ont été places dans un plateau de 96 puits et ce dernier a été placé dans un
thermocycleur (AB 2720 pendant 5 min a 94 °C)

1.3.4. Analyse des produits de PCR

L'électrophorese capillaire a été réalisée dans un ABI 3130xl Geénétique Analyseur
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). 1l est réalisé pour une évaluation

des amplicons, une utilisation dans le sequencage de 'ADN et I'analyse des fragments. Apres
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avoir enregistré la plaque dans le logiciel decollecte dedonnées et créé un ensemble de résultats
avec le nom du dossier, puis chargé les échantillons et démarré I'électrophorese.

Les spectres d'émission seront détectés et les dimensions des alléles était réalisé avec le
logiciel Gene Mapper 4.0 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, ETATS- UNIS).
Les tailles d'alléles ont été enregistrées en pb et les génotypes montrant un seul pic a un locus

donné étaient considérés comme homozygotes.

1.3.5. Analyse bioinformatique des résultats

Les identifications ont été réalisées en comparant les profils SSR obtenus avec le CREA
base de données moléculaire de la viticulture et cenologie qui contient actuellement environ
5000 profils uniques et est constamment mis a jour (partiellement publié dans le catalogue

Italien de la vigne (http://catalogoviti.politicheagricole.it/ ), des informations sur la littérature

et le Vitis International Variety Catalogue (VIVC, http://www.vivc.de), une base de données

des différents cépages, depuis 1996, la base de données est accessible en ligne a l'institut de la
culture de la vigne (Geilweilerhof)), situé a Siebeldingen, en Allemagne, qui est responsable
de l'administration du VIV C qui contient des données de collections de vignes conservees par
de nombreux instituts de viticulture a travers le monde, cette base de données a été soutenue par
I’Organisation Internationale de la Vigne et du vin (International Organisation of Vine and Wine
OIV) et Bioversity International, source d'informations pour les chercheurs viticoles pour
visant a offrir une documentation sur les ressources génétiques de la vigne actuellement
disponibles.

Toutes les caractéristiques principales de chaque souche sont incluses dans VIVC avec
tous leurs synonymes connus. La description et desdonnées genétiques (données microsatellites
utilisés pour le génotypage ADN) sont fournies par neuf loci de microsatellites nucléaires
(VVS2, VVMD5, VVMD7, VVMD25 VVMD27, VVMD28, VVMD32, VrZAG62,
VrZAG79) (Maul et al., 2012).

1.4. Statistiques des données génotypiques

Des techniques raffinées d'exploitation des données ont considérablement contribué¢ a
l'utilisation croissante des microsatellites dans la recherche. Trois phases successives sont
utilisées pour classer les analyses statistiques basées sur les données génotypiques de
microsatellites :
- Traitement des données initiales.
- Etude génétiques de base pour produire une vue d'ensemble statistique des parametres
génétiques de la population.

- Analyses génétiques avancées pour tester des hypothéses ou répondre a certaines questions.
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1.4.1. La diversité génétique

La diversité génétique désigne le niveau de variabilité des génes au sein d'une méme
espéce, correspondant a la fréquence des différents alleles d'un méme gene. La génétique de
population permet la mesure de la diversité génétique par la fréquence alléliques des différents
génes grace ades indices qui présentent le niveau de polymorphisme, nombre d'alléles différents
(No alleles), le nombre effectif d'alleles (alleles Ne), les valeurs d'hétérozygotie observée (Ho),
attendue (He), la fréquence de l'allele nul F, l'indice d'information de Shannon (1), Hardy-
Weinberg equilibrium (HW), la probabilité d'identité (PI), la probabilité que deux individus
freres selectionnés au hasard dans une population aient le méme génotype multilocus (PID
SIBS).

Les logiciels suivants ont été utilisés pour effectuer les analyses statistiques de la présente

étude :
e Le logiciel Cervus vs 3.0 (Kalinowski et al., 2007).

e Le logiciel GenAlEx release 6.51b2.xlam - June 16, 2018 (Peakall et Smouse, 2006,
2012).

1.4.2. Analyse phylogénétique
L’analyse phylogénétique a été réalisée a l'aide des logiciels suivants :

e Le logiciel populations-1.2.32 a été utilisé pour faire le dendrogramme phylogénétique
en utilisant ’algorithme Neighbor Joining.

e Le logiciel MEGA-X a été utilisé pour la visualisation de dendrogramme
phylogénétique.

Les sites web indiqués dans le Tableau 7 permettent de télécharger gratuitement tous les

logiciels de génétique des populations utilisés dans cette étude.
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Tableau 7. Tous les sites web des applications de génétique des populations utilisées dans

cette recherche

Logiciels Sites Web

Cervus vs 3.0 http://www.fieldgenetics.com/pages/download.jsp

GenAlEXx release 6.51b2.xlam | http://biologyassets.anu.edu.au/GenAlEx/Welcome.html

Populations-1.2.32 http://bioinformatics.org/populations/#ancre_telechargement

MEGA-X http://www.megasoftware.net/

1.5. Etude de statut sanitaire

Elle a été réalisée au laboratoire du service de certification sanitaire de la vigne du centre

de recherche en viticulture et cenologie de Conegliano, en Italie.

1.5.1. Technique DAS-ELISA direct

Pour la majorité des virus de la vigne reconnus, le test DAS-ELISA (Double Antibody
Sandwich-ELISA), une technique qui peut détecter de tres petites quantités de virus est la

méthode la plus couramment utilisée, developpée et bien appliquée (Selmi, 2018).

Une approche sérologique basée sur la réaction anticorps (sérum)-antigene (virus) est
appelée ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Si le virus est présent dans le matériel
testé, I'ajout d'une enzyme pré-fixée aux anticorps agissant sur le substrat, révele son existence

par le biais d'une réaction colorée. (Tahirine et al., 2020 ; Idris, 2016).

La méthode directe traditionnelle connue sous le nom de test ELISA sandwich a 2
anticorps (DAS-ELISA), nécessite [l'utilisation de deux anticorps monoclonaux qui

reconnaissent différents épitopes de l'antigéne (Idris, 2016).

Détection des virus de la vigne les plus importants grapevine leaf roll-associated virus
1, 2,3, et 6, grapevine virus (A et B), grapevine fanleaf virus, Arabis mosaic virus et grapevine
fleck virus) a été réalisée par test ELISA, a l'aide de kits commerciaux (Bioreba AG-

Switzerland, et Agritest-ltaly).

L'utilisation prévue de ce dernier est la détection simultanée du virus du court-noué de
la vigne (GFLV) et de Virus de la mosaique Arabis (ArMV) dans les tissus de la vigne. Ce kit
est principalement destiné a étre utilisé dans les programmes de certification contre les maladies

du complexe du court-noué.
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1.5.1.1. Préparation des tampons

Tous les tampons (tampons d'extraction “broyage”, tampons de coating, tampons de

conjugaison, tampons de substrat, tampons de lavage) doivent étre préts avant de commencer

le test ELISA. Le matériel utile comprend desbarreaux d'agitation, de I'eau distillée, un cylindre

de 1 litre propre et autoclavé, et un bécher de 1 litre (Tableau 8).

Tableau 8. Tampon de test ELISA

Quantité (volume et masse)

Tampon
PBS 1L 10X (Quantité par 10 L ;| NaCl 80g
pH 7.4) KH2PO4 29
NazHPO4 11,5¢
KCI 29
Tween 20 5ml
PBS 1X (Quantité par1 L ;pH 7.4) | NaCl 8,09
Dans l'eau distillée KH2PO4 0,29
NazHPO4 1,159
KCI 0,29
TAMPON DE LAVAGE (pH x 1L x 500ml
Tween 20 0,5ml 0,25ml
7.4) Dans PBS 1x
SENSIBILISER (pH 7.4) X 1L X 500ml
Dans l'eau distillée Na2COs3 1,599 0,795g
NaHCOs 2,93g 1,4659
TAMPONS D'EXTRACTION X 1L x500ml
(pH 8.2) Dans l'eau distillée (ajuster | TRIS 24,39 12,15g
le pH avec HCI) NaCl 8g 4g
PVP MW 10000 8,39 4,150g
PEG MW 6000 109 =
Tween 20 0,5ml 0,25ml
CONJUGUE (pH 7.4) X 1L x500ml
Dans PBS 1X PVP MW 10000 8,39 4,1509g
Tween 20 0,5ml 0,25ml
SUBSTRAT (pH 9.8) x 1L x500ml
Dans l'eau distillée (ajuster pH avec Diéthanolamine o7 28.5ml

HCl)
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1.5.1.2. Préparation des échantillons de bois

Les échantillons sont préparés, a l'aide d'un cutter, le bois est écorcé, et la partie verte
est grattée jusqu'a ce que des copeaux soient produits, ensuite les copeaux sont pesés apres le

grattage du baton sur une feuille d'aluminium.

Le tampon d'extraction est ensuite ajouté au tube a essai ou les copeaux de bois existaient.
Homogénéisez les échantillons en les mélangeant avec du tampon d'extraction. Ensuite,
procédez a la dilution de I'extrait vegétal dans le tampon d'extraction, suivant un ratio de 1 pour
20.

Nettoyez la surface de travail, la feuille d’aluminium, la balance, le cutter et les mains
avec de l'alcool apres chaque traitement d'échantillon. Les copeaux doivent étre réfrigérés

dans le tampon d'extraction pendant trois heures.

1.5.1.3. Coating : (sensibilisation des microplaques avec un anticorps spécifique)

adsorption des anticorps spécifiques

= Les IgGsdoivent étre diluées dans le tampon de coating par un facteur de 1 :1000, soit 20

ul IgGs pour 20 ml de tampon de coating.
= Chaque puits doit recevoir 200 pl de la dilution.

= Laplaque couverte avec du Parafilm ensuite la plaque doit étre incubée a 30 °C pendant

4 hou a4 °C pendant la nuit.
Des résultats similaires sont obtenus avec une incubation plus courte de 2 heures et demie a
37 °C. Il est également possible d'incuber la plaque pendant la nuit a 4 °C. La conservation au
réfrigérateur des plaques enduites est possible jusqu'a une semaine (plaques couvertes, avec

un conservateur tel que NaN3 dans le tampon).

= Laver la plaque trois fois, en utilisant 200 pl de tampon de lavage pour chaque puits. Ne

commencez le lavage que lorsque I'étape suivante du protocole a été préparée.

Sile remplissage immeédiat des puits apreés le lavage n'est pas réalisable, inverser la plaque
et la déposer sur une serviette propre et humide. Une fois I'étape de « coating » et les lavages
terminés, éliminez le liquide résiduel en tapotant la plaque sur du papier absorbant. Ensuite, la
plague peut étre conservée a-20 °C dans un sac en plastique scellé pendant plusieurs semaines,
(ce n’est pas possible apres les autres étapes de la procédure). La plaque ne doit pas étre

décongelée et recongelée a plusieurs reprises.
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1.5.1.4. Dépot de I’antigéne : incubation avec I’extrait de plante

= Homogénéiser les échantillons dans du tampon d’extraction (On dilue ’extrait végetal

au 1/20 dans le tampon d’extraction).
= 200 pl d'extrait végétal doivent étre ajoutés a chaque puits.

= Incuber la plaque & 4 °C pendant la nuit en la couvrant avec du Parafilm.
= Pour éliminer I'excés d’antigéne, laver la plaque trois fois avec 200 ul de tampon de

lavage par puits.
1.5.1.5. Conjugué : incubation avec des anticorps couplés a une enzyme (conjugate)

= 20 ul de conjugué dans 20 ml de tampon de conjugué est une dilution du conjugué
au 1 :1000.

= |l faut ajouter 200 ul de la dilution dans chaque puits.

= La plague couverte et incuber pendant 5 heures a 30 °C, une incubation plus courte
de 2 h a 37 °C donne des résultats identiques.

= Laver la plaque trois fois, en utilisant 200 ul de tampon de lavage pour chaque

puits.
1.5.1.6. Substrat : la réaction colorimétrique indique les échantillons positifs

= A une concentration finale de 1 mg/ml, dissoudre le substrat pNPP (para-
Nitrophenylphosphate) dans le tampon de substrat.

= Ajouter 200 pl de la solution de substrat dans chaque puits.

= Incuber la plague dans I'obscurité a température ambiante (20-25 °C).

= Apres 30 a 120 minutes, observer I'évolution de la réaction colorimétrique

visuellement ou a l'aide d'un lecteur d'absorbance réglé a 405 nm.
1.5.1.7. Lecture et interprétation des résultats

= Lalecture se fait 2 heures aprés le chargement du substrat.

= La plaque est placée dans le plateau spécial du spectrophotométre et on appuie sur
start.

= Remettre a zéro le lecteur ELISA sur le blanc et lire les valeurs d'absorbance.

= Sur le regu qui sort, écrivez le nom de la plaque et le temps de lecture.

La valeur d'absorbance de I'échantillon est comparée a une valeur seuil pour déterminer
si le virus est présent ou non. Trois fois la valeur moyenne de I'absorbance du controle négatif

peut étre utilisée pour calculer la valeur seuil.
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La valeur moyenne de I'absorbance du contréle positif doit étre au moins égale a la valeur

seuil. Dans le cas contraire, le résultat doit étre considéré avec scepticisme.

Informations générales

- Les microplaques certifiées Nunc Maxisorp F96 avec 200 pl par puits donnent les
meilleurs résultats.

- Les tampons doivent étre amenés a température ambiante avant utilisation.

- Le verre ou le polyéthylene (PE) doivent étre les seuls matériaux utilisés pour les
récipients de laboratoire.

- Remettre les 1gG et les réactifs de conjugaison a 4 °C juste apres le pipetage.

- Lorsque les puits desplagues ne sont pas tamponnés, les anticorps se dégradent, les puits
doivent étre remplis dans les dix minutes qui suivent chaque lavage.

- LeKkit conseille de traiter chaque contréle comme un échantillon et d'inclure un contréle

positif et un contréle négatif sur chaque test.

Les controles positifs et négatifs du kit peuvent étre utilisés comme points de repére
pour (i) confirmer que le test a été effectué correctement, (ii) confirmer que les réactifs étaient
actifs lorsqu'ils ont été préparés pour le test, (iii) établir le seuil du test.

Pour valider les résultats, il est recommandé de mettre en place un schéma de plaque
comprenant :

e 2 puits de répétition de contrble positif par test
e 2 puits de répétition de contrble négatif par test
e 2 puits de répétition de blanc (sans antigene) par test

e Chaque échantillon doit étre réparti sur 2 puits de répétition.

Il est conseillé d'étre extrémement précis lors de la distribution, de I'aspiration et de lavage, de

vérifier la qualité des tampons (pureté, contamination, pH).

e De changer les embouts lors du prélevement dans différents flacons ou sur
différents échantillons.

e Evitez de toucher les composants du kit ELISA avec la peau.

e Utiliser une verrerie parfaitement propre pour la dilution du substrat et évitez

d'utiliser des restes de produits provenant de kits précédents.
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2. RESULTATS ET DISCUSSION

2.1. Evaluation et vérification de la pureté de I'ADN extrait

La méthode la plus courante pour déterminer la quantité d'acides nucléiques est la
spectrophotométrie 1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA), qui
mesure l'absorbance a 260 nm. En mesurant I'absorbance a 280 nm et a 230 nm, on détermine

leur pureté.

Le rapport 260/280 permet d'identifier la contamination protéique des acides nucléiques.
Pour I'ADN, il est compris entre 1,8 et 2,0. Le rapport 260/230 doit étre compris entre 2,0 et

2,2. S'il est inférieur, cela signifie que des polluants sont détectés.

Les résultats de la mesure des concentrations d'ADN dans les 81 échantillons sont quelque
peu convergés entre (12.5-130) ng /uL avec une moyenne de 71.25 ng /uL. La plupart des
échantillons ont donné de I'ADN pur, a I'exception de certains cultivars contaminés par des
protéines, cela peut étre d au fait que certains des échantillons étaient des adultes, et Sefc et

al., (2001) a déclaré que 'ADN était moins pur dans ces échantillons.
2.2. Analyse d'identification (génotypage)

L'amplification réussie de nombreux tissus (bois), pour les raisins de table et les porte
greffes, par rapport aux méthodes existantes, la PCR multiplex directe que nous proposons est
plus rapide, moins codteuse et produit des résultats fiables. Cette analyse de devient ainsi plus
suitable pour un plus grand nombre d'utilisateurs potentiels, en plus des institutions de

recherche.

La taille des alleles (AS) est determinée pour les cultivars en fonction de taille de chaque
alléle utilisé en analysant et en identifiant les pics exprimant chaque alléle (Figure 10), afin que
nous puissions le comparer par les bases de données et les recherches publiées. L'estimation de
la taille des alleles facilite la création d'une base de données et la détection des profiles

identiques, qu'ils soient d'une méme région ou de régions différentes.
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Figure 10. Exemple de profil moléculaire (électrophorégrammes) par PCR multiplex la

méthodologie proposée par Migliaro et al., 2013.

Certaines formes d'électrophorégrammes obtenues avec deux pics représentant des alleles
(SSR) pour I'échantillon Hétérozygote, quant a la couleur, elle dépend de fluorochromes utilisé

(les amorces ont été marquées avec du 6-FAM, des fluorochromes NED, PET ou VIC).
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a) VMCNG4h9 et VIZAG79 (NED : Noir)

b) VVS2, VVMD7 et VVMD27 (6-FAM : Bleu)
¢) VMC6G1 et VVMD28 (PET : Rouge)

d) VMCG6EL, VVMD25 et VIZAG62 (VIC : Vert)

L’analyse moléculaire de 81 échantillons conservés dans la collection de M'zej Edchiche
a été réalisée (Tableau 9). Douze marqueurs SSR, englobant les neuf marqueurs de répétition
de séquence simple recommandés par le projet Européen GrapeGen06, ont été utilisés pour
examiner la diversité génétique des accessions. En comparant chaque profil SSR, une premiére
indication de lidentité génétique a été obtenue sur la base du Vitis International Variety
Catalogue (VIVC) (http://www.vivc.de/, 15 aolt 2021), la base de données moléculaires
CREA-Viticulture et (Enologie.

Aujourd'hui, plus de 23000 espéces de Vitis provenant de la littérature sur la vigne sont
inclus dans la base de données encyclopedique. Les chercheurs et les conservateurs de
germoplasme peuvent y trouver des informations sur les marqueurs SSR, une bibliographie

complete et des images.

En outre, il a été nécessaire d'utiliser des informations tirées de la littérature, des dossiers
historiques pour une identification précise des cultivars et le soutien du Réseau Francais des

Conservatoires de Vigne (https:/bioweb.supagro.inra.fr/collections vigne/SearchS.php, 15

aolt 2021), pour aider a déterminer lidentité des accessions, des profils uniques, des
synonymes, des duplication et erreurs de dénomination ont également été identifiés. Quarante

trois génotypes uniques ont été trouvés (Tableau 10).


http://www.vivc.de/
https://bioweb.supagro.inra.fr/collections_vigne/SearchS.php
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Tableau 9. Liste de 43 profils génétiques uniques obtenus a 12 loci SSR

ID de Nom de I'accession VVS2 VVMD5 VVMD7 VVMD25 VVMD27 VVMD28 VVMD32 VrZAG62 VrZAG79 VMCG6E1L VMC6G1 VMCNG4b9
profil SSR
1 RICHTER 110 137 143 234 268 231 257 241 267 | 189 | 205 223 237 238 255 195 213 242 258 129 133 177 183 160 172
2 PAULSEN 1103 137 147 236 236 233 257 241 254 | 203 | 207 245 255 236 261 195 213 250 262 129 133 177 179 160 163
3 RICHTER 99 137 149 236 236 231 261 241 251 | 191 | 207 223 239 236 261 195 209 250 262 129 133 177 177 160 166
4 CASTEL 196- 17 133 145 266 266 249 265 243 245 | 189 | 207 219 247 238 241 187 199 254 260 157 165 177 183 152 172
5 RUGGERI 140 137 143 246 268 231 257 241 267 | 189 | 205 237 245 236 253 195 213 242 258 129 133 177 177 160 172
6 COUDERC 3309 123 161 252 264 245 259 241 243 | 185 | 211 243 249 238 238 179 189 254 256 133 135 177 183 152 162
7 SO4 145 147 236 266 233 265 243 254 | 203 | 211 219 239 236 261 199 213 250 254 129 157 179 183 152 163
8 MILLARDET ET 135 143 226 228 231 239 259 260 | 189 191 245 271 241 257 193 219 254 258 129 141 177 179 162 164
GRASSET 41 B
9 ADADI 133 145 226 236 243 243 243 259 179 194 247 249 257 273 187 187 246 248 137 169 177 187 158 172
10 MUSCAT DE BERKAIN | 133 133 228 236 247 249 245 253 | 179 185 249 271 241 273 185 203 250 254 143 165 169 169 158 158
11 GHANEZ 133 137 234 236 233 251 259 259 | 183 194 247 251 263 273 199 203 250 256 143 151 187 191 158 166
12 BOGHNI 135 | 137 | 228 | 232 | 239 | 249 | 243 | 259 | 179 | 179 | 239 | 247 | 253 | 273 | 185 | 193 | 254 | 260 | 141 | 165 177 | 187 | 158 | 158
13 ITALIA 133 149 232 238 243 247 243 253 | 179 194 237 247 253 273 191 203 254 256 141 165 187 187 150 158
14 AIN EL COUMA 137 143 232 238 243 249 259 259 | 183 194 247 251 251 273 187 193 244 256 151 161 187 191 170 176
15 LEKHZINE 133 137 232 238 239 247 259 275 | 185 189 247 261 253 253 185 203 254 256 141 151 169 191 158 172
16 ALPHONSE LAVALLEE | 133 135 226 238 249 255 243 259 | 185 185 247 247 253 273 185 203 238 250 141 165 187 193 158 176
17 ALVINA 133 145 234 238 249 253 243 243 | 185 194 247 247 251 253 185 187 250 258 141 143 193 193 138 158
18 BEZZOUL EL KHADEM | 133 143 238 238 239 249 243 249 | 179 181 247 261 257 261 187 203 250 250 167 167 191 195 160 176
19 ANEB EL CADI 143 145 232 234 239 253 245 245 | 189 194 249 263 251 263 187 199 242 256 165 169 177 177 158 176
20 FARANA BLANC 143 145 228 240 239 243 245 259 | 179 194 251 261 251 271 185 187 250 256 141 169 177 187 172 176
21 TI1Z1 OUININE 145 151 226 228 233 239 245 253 | 185 194 261 263 253 253 187 187 236 250 151 157 177 177 150 158
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22 MUSCAT EL ADDA 133 133 226 228 247 251 245 | 253 (179 | 185 | 271 271 263 265 191 203 | 250 | 254 141 143 169 177 150 158
23 AIN EL KELB 135 143 236 240 243 249 259 | 259 | 181 | 189 | 247 261 257 273 187 203 | 242 | 246 165 169 177 191 150 164
24 ABERKANE 137 137 236 240 233 253 259 | 259 | 183 [ 194 | 239 263 253 263 195 199 | 256 | 258 143 165 177 191 166 170
25 FARANA NOIR 133 135 238 240 249 249 243 | 245 (194 | 194 [ 237 263 253 273 193 203 | 256 | 256 141 165 191 191 176 176
26 AMOKRANE 137 155 226 240 239 249 249 | 259 (179 | 194 | 247 261 257 263 187 203 | 242 | 256 143 165 187 187 150 158
27 AHMARDE MASCARA | 135 147 232 238 239 249 259 | 271 (183 | 194 | 251 257 253 257 191 203 | 246 | 256 165 169 179 193 150 150
28 BOUNI 137 149 226 246 239 249 253 | 259 (185 | 194 [ 237 247 273 273 187 203 | 250 | 256 141 169 187 195 138 160
29 DATTIER DE 133 135 226 232 239 249 253 | 259 (185 | 185 | 237 261 259 273 185 187 | 242 |250 143 167 177 191 150 158
BEYROUTH
30 HALAWANI 145 151 232 240 239 251 243 | 253 (194 | 194 | 251 261 251 257 191 203 | 250 | 256 167 169 169 177 158 166
31 DONA MARIA 135 149 226 228 239 251 253 | 259 | 185 | 194 | 237 271 259 265 187 203 | 246 | 250 143 167 169 177 158 158
32 OUL B'OUZGUEUR 137 143 238 240 249 253 245 | 259 (183 | 194 | 261 263 253 263 199 203 | 256 | 258 141 165 187 191 158 166
33 CARDINAL 135 135 226 236 249 249 259 | 259 | 179 | 185 | 247 271 253 273 185 185 | 250 | 254 143 165 177 193 158 176
34 LOUALI 133 137 236 240 233 253 245 | 259 (183 | 185 | 261 263 253 253 199 203 | 236 | 258 141 157 187 191 158 170
35 CHASSELAS 133 143 228 236 239 247 245 | 259 | 185 | 189 | 221 271 241 241 193 203 | 250 | 258 141 165 169 177 158 162
36 BOUABERDES AURES | 133 143 232 232 233 249 243 | 249 (191 | 194 [ 247 261 251 273 203 203 | 246 | 246 141 143 169 193 150 160
37 MUSCAT DE 135 149 232 238 247 249 253 | 259 (179 | 185 | 239 247 273 273 185 191 [ 238 |254 141 161 169 187 158 158
HAMBOURG
38 SULIMA 133 145 226 234 247 253 243 | 253 (179 | 194 | 221 255 251 257 187 203 | 254 [ 258 137 143 193 193 158 158
39 MUSCAT Df FANDOUK | 133 149 228 232 249 251 253 | 253 (179 | 194 [ 247 271 265 273 185 203 | 246 | 254 141 143 169 195 158 158
40 TOUSTAIN 133 133 226 236 239 263 245 | 245 (179 | 185 | 237 247 253 257 193 195 [ 242 |258 143 165 177 197 158 168
41 CHRISTMAS ROSE 133 151 236 236 239 249 243 | 253 (181 | 194 [ 247 261 251 273 187 203 | 258 [ 258 169 169 187 191 138 160
42 TADELITH 133 143 226 226 239 253 243 | 245 (179 | 183 | 251 261 253 257 187 199 | 244 | 248 141 157 177 187 158 172
43 AHMARMECHTRAS Il | 143 149 226 232 243 253 249 | 249 (181 | 194 [ 247 261 257 275 187 187 | 258 | 258 141 153 169 177 138 164
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Tableau 10. Une liste de 81 accessions organisée en fonction du genotype.

Origine, couleur des baies, nom principal (Correspondance par SSR), numéro
d'identification (profil SSR), ainsi que la Vitis International Variety Code catalogue.

Nom de I'accession Origine | Couleur Correspondance de| Numéro de VIVC
de baies SSR orofil SSR Code

Richter 110
Clone (06,139, 140, 151) | France i Richter 110 1 10065
Inconnue 01
Paulsen 1103
Clone (112, 113, 768) _
Inconnue 02 Italie - Paulsen 1103 2 9023
Inconnue 03
Richter 99
Clone (96, 179) France - Richter 99 3 10064
Inconnue 04
Riparia Gloire de France Castel 196- 17 4 2170
Montpellier -
Ruggeri 140
Clone (101 200, 265) . - .
|nconnue 05 Ita“e Rugge“ 140 5 10351
Inconnue 06
Couderc 3309 i
Clone (111) France Couderc 3309 6 3160
SO4 i
Clone (05,102) Allemagne SO4 7 11473
Millardet et Grasset 41B | i Millardet et Grasset 8 7736
Clone (153, 194, 195) 41B
Adadi Algérie Blanc Abadi 9 24154
Muscat de Berkain Algérie Blanc | Muscat fleur d’orangg 10 8221
Ghanez Algérie Blanc Ohanes 11 8716
Boghni Algérie Blanc Bogni 15 12 1514
Italia Italie Blanc Italia 13 5582
Ain el Couma Algérie Blanc Ain el Bouma 14 17384
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Lekhzine
Ahchichene Algérie Blanc Agourane 15 110
Adari des Bibans
Alphonse Lavallée France Noir Alphonse Lavallée | 16 349
Alvina France Noir Alvina 17 16384
Bezzoul el Khadem Algérie Noir Bezzou,l el !(_hadem 18 24150
D’Algérie

Aneb el Cadi Algeérie Blanc Ahmed 19 135
Farana Blanc
Farana de Mascara . .

_ Algérie Blanc Planta Fina 20 9542
Cherchelli
Shaa Tolba
Tizi Ouinine Algérie Blanc Tizi Ouinine 21 24558
Muscat el Adda Algérie Noir Moscato d'adda 22 8050
Ain el Kelb Algérie
Valenci Blanc Espagne Blanc Beba 23 22710
Aberkane Algérie .
Corrin Seedless Amérique Noir Aberkane 24 13
Farana Noir Algérie
Valenci Noir Espagne Noir Taferielt 25 12196
Sultanine Turquie
Amokrane Algérie
Amellal Algerie Blanc Amokrane 26 431
Ahmed draa el Mizen Algérie
Muscat Noir France
Ahmar de Mascara Algérie
Ahmeur Bou Ahmeur Algérie Rouge Ahmeur Bou Ahmeur| 27 140
Bouni Algérie Blanc Dominga 28 4985
Dattier de Beyrouth Liban Blanc Afus Ali 29 122
Halawani Turquie Rouge Verigo 30 4752
Dona Maria Portugal Blanc Dona Maria 31 3641
Lakhdari Algeérie Blanc Oul b’Ouzgueur 32 8844
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https://www.vivc.de/index.php?r=passport%2Fview&id=140
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Cardinal Amérique Rouge Cardinal 33 2091
Louali
Torki Ari .

Algérie Blanc Louali 34 24613
Tinesrine
Chasselas France Blanc Chasselas Blanc 35 2473
Bouaber des Aures .

Algérie Noir Kabyle Aldebert 36 22896
Kabyle Aldebert
Muscat de Hambourg Royaume-Uni Noir Muscat Hamburg 37 8226
Sulima France Blanc Sulima 38 13723
Muscat de Fandouk 1 Algérie

Centennial Amérique )
. Blanc |Muscat of Alexandria 39 8241

Muscat de Fandouk 2 Algeérie
El Wali Algérie
Muscat d'Alexandrie Grece
Toustain Algérie Noir Sangiovese 40 10680
Christmas Rose Amérique Rouge Christmas Rose 41 2624
Tadelith Algérie Noir Cherchell Noir 42 14827
Ahmar Mechtras Il

Algérie Rouge Fraoula Aspri 43 17275

Ahmar Mechtras I11

2.2.1. La validation des synonymes décrits dans les références précédentes

L'analyse par SSR a permis de valider des synonymies décrits dans des références

antérieures comme Ahmar Mechtras |1 et Ahmar Mechtras |11 (Bounab et Laiadi, 2019), qui est

I'un des cépages menacés aujourd’hui, maintenu dans deux collections de germoplasme, M'zej

Edchiche de Skikda et Teghennif de Mascara dans le Nord-Ouest de I'Algérie; Bouaber des

Aures et Kabyle Aldebert; Farana Blanc et Farana de Mascara; Ahmar de Mascara et Ahmeur

Bou Ahmeur; Lekhzine, Ahchichene et Adari des Bibans (Laiadi et al. , 2009;
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Zinelabidine et al., 2014). Ces trois derniers génotypes se sont combinés avec le méme profil
SSR que Agourane, qui se trouve dans la collection de germoplasme de I'Université Mouloud
Mammeri, Tizi Ouzou, conservée a la collection germoplasmique de I'INRA de Vassal,

France,et considérée comme étant d'origine Algérienne.

2.2.2. Les synonymes supplémentaires détectés

Des synonymes supplémentaires ont été démontrés pour les cultivars Ahmed draa el
Mizen et Amellal qui partagent le méme génotype d'Amokrane de la collection germoplasmique

de I'Université Mouloud Mammeri.

Le profil génétique de Ain el Couma a montré un profil SSR Iégérement différentde celui
de Ain el Couma, comme indiqué précédemment par Laiadi et al., (2009). Ain el Couma a
montré des profils microsatellites identiques a Ain el Bouma comme mentionné précédemment
par Riahi et al. (2010), ce qui prouve qu'il s'agit de synonymes. Dans la présente étude, les
résultats de l'analyse SSR ont confirmé les résultats décrits par Zinelabidine et al., (2014) en
utilisant I'analyse génotypique (SNP) ; marqueurs de polymorphisme a un seul nucléotide dans

la méme collection de germoplasme.

Selon Lacombe et al., (2013), Ain el Bouma (Algérie) est le résultat d'uncroisement entre
'Olivette Blanche' (France) et 'Trebbiano Toscano' (Italie) (score LOD = 32,60, 20/20 loci),
déjatrouvé al'aide de 20 SSR confirmant cetterelation. La variété cultivée n'est pas directement
issue des populations de la méme région, mais correspond plus probablement a des vignes
importées introduites au cours de I'histoire ou développées a partir de croisements entre elles
(Riahi et al., 2012), étant donné qu'il y avait un commerce bilatéral entre I'Europe et I'Afrique
du Nord a cette époque (EI Oualkadi et al., 2011).

Dans la présente étude, Lakhdari correspond a Oul b'Ouzgueur analysé par les auteurs
précédents (Riahi et al., 2010 ; EIl Oualkadi et al., 2011), tandis que Laiadi et al., (2009) ont
trouvé que le profil SSR de Lakhdari montrait des profils microsatellites identiques a la variété
Italienne traditionnelle Sangiovese (Crespan et Milani, 2001 ; Vouillamoz et al., 2007). Dans
ce travail, Toustain s'est avéré avoir le méme génotype que Sangiovese et confirme les résultats
précédemment rapportés par Staraz et al., (2007). Cecisuggére que la propagation des activités

commerciales entre I'Algérie et d'autres pays, impliquait I'ltalie.
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2.2.3. Les anciens synonymes non prouveés

Nous avons découvert qu'apres avoir étudié tous les échantillons de la variété blanche
Adadyi, ils ne partageaient pas le méme profil SSR que I’Aberkane (variété noire), ils ne sont
donc pas synonymes. Cependant, au cours de I'enquéte, nous avons trouvé un profil individuel
d'Aberkane (inter-rang) et cela peut expliquer l'une des causes de la couleur différente des baies
Adadiet Aberkane précédemment proposée comme variants somatiques (Laiadi et al., 2009).
Cette dissimilarité se retrouve également dans I'étude décrite par (Bounab et Laiadi, 2019) sur
le méme cultivar en utilisant le coefficient de similarité de Jaccard pour chaque descripteur
(108). Adadi a montré des profils microsatellites identiques a Abadi, un cultivar Algérien
classique (Riahi et al., 2010). Aberkane a été trouvée dans la collection de vigne située a la
station expérimentale de Teghennif (Mascara) dans le Nord-Ouest de I'Algérie avec le méme
profil SSR. Abadi a été cultive dans la collection de germoplasme de I'Université Mouloud

Mammeri, Tizi Ouzou.

Amokrane est le cultivar le plus apprécié en Algérie. Pendant la colonisation Francaise
de I'Algérie dans les années 1950, Amokrane a été collecté dans différentes régions d'Algérie et
de Kabylie, ce dernier étant conservé sous I'lD d'accession 2030MtpMM et placé a I'INRA
Domaine de Vassal, Montpellier, a la méme époque. 11 a été collecté en France sous le nom de
Ain Amokrane et son existence est due a " I'échange de richesses " de I'époque. Selon Larnaud

(1948), les premiers vignobles ont été plantés dans la colonie Francaise d'Algérie vers 1830.

En 2008, il a été sauvegardé et inclus a I''NRA Domaine de Vassal, Montpellier sous le
nom d'Amokrane Draa Mizen du Tizi Ouzou (des informations supplémentaires sont
disponibles sur la base de données du réseau Frangais des dépdts de la vigne
(https://bioweb.supagro.inra.fr/collections vigne/SearchS.php, 15 aolt 2021), tandis que
Riahi et al., (2010) et El Oualkadi et al., (2011) I'ont eétudié a 'NRA Domaine de Vassal. La

seule différence était la couleur blanche des baies, mentionnée par Riahi et al., (2010), alors

qu'elle était noire pour EI Oualkadi et al., (2011). Apres confirmation de l'origine de la source,
il s'avere gu'elle est blanche, comme expliqué dans I'histoire de la variété. 11aété montré qu'elle
ne présente pas le méme profil SSR que la variété Amokrane de la collection de germoplasme
(Laiadi et al., 2009). Dans le présent travail, toutes les accessions d'Amokrane ont éte identifiées
et toutes correspondent a Louali. Ceci explique que les résultats rapportés par Laiadi et al.,
(2009) soient dus a une erreur de plantation de cette variété dans la collection de germoplasme;

par conséquent, elle n'est pas un synonyme de Louali.
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2.2.4. Les profils génétiques similaires a ceux déja enregistrés sous leurs noms particuliers

Trente variétés ont présenté des profils génétiques similaires a ceux déja enregistrés
sous leurs noms particuliers tels que; Muscat de Berkain, Muscat d'Alexandrie, Boghni, Italia,
Alphonse Lavallée, Alvina, Bezzoul el Khadem, Valenci Blanc, Aneb el Cadi, Tizi Ouinine,
Muscat el Adda, Ain el Kelb, Bouni, Christmas Rose, Dattier de Beyrouth, Halawani, Dona
Maria, Cardinal, Chasselas, Muscat de Hambourg, Sulima, Louali, Toustain, Millardet et
Grasset 41B, Richter 99, Couderc 3309, Richter 110, Paulsen 1103, SO4 et Ruggeri 140.

2.2.5. Certaines acquisitions incorrectes dans la collection et nécessitent une correction

Les erreurs d'identification variétale sont souvent le résultat d'erreurs de culture et sont
fréquentes dans les collections de germoplasme (Emanuelli et al., 2013), peut étre en raison de
l'introduction d'une variété similaire sous différents noms provenant de différents donateurs.
Le profil SSR de Farana Noir était le méme profil SSR que celui de Taferielt une variété

Marocaine, comme décrit précédemment par Zinelabidine et al., (2014) et Rahali et al.,(2019).

En outre, ce génotype est couramment cultivé dans la zone Méditerranéenne sous
différents noms comme " Akhal Meguergueb ", une variété Tunisienne décrite comme étant
principalement cultivée en Algérie et catégorisée comme une variété Algérienne (Galet, 2000 ;
Laiadi et al., 2009 ; Zinelabidine et al., 2014 ; Rahali et al., 2019). Cependant, le génotype de
Farana Noir ne correspondait pas a celui de Farana Noir décrit par Laiadi et al., (2009), qui
correspond a Oul b'Ouzgueur analysé par Riahi et al. (2010) et El Oualkadi et al., (2011). Bien
que les études précédentes (Laiadi et al., 2009 ; Zinelabidine et al., 2014) aient été réalisées sur
la méme plante conservée dans la méme collection, il y a un certain mélange dans la culture

de cette variété également, ce qui explique la différence dans leurs génotypes respectifs.

Plusieurs variétés conservées dans la collection de Mascara 'Teghennif' dans le Nord -
Ouest de I'Algérie ont été répliquées et transférées au germoplasme de Skikda, notamment
Tadelith, Ghanez et Shaa Tolba, pour créer une autre collection dans la zone du Nord-Est
Algérien. Dans la présente étude, le profil SSR de Ghanez correspondait a Ohanes et était
comparable a celui obtenu par Zinelabidine et al., (2014) en utilisant un SNP et confirmé par

Laiadi et al., (2019) pour I'existence de deux genotypes pour le méme nom, comme
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homonymes. Le dernier génotype analysé par Laiadi et al., (2009) n'a pas été retrouvé dans cette

étude sauf pour Ohanes qui est resté dans cette rangée.

L'analyse des marqueurs microsatellites de toutes les accessions de Tadelith a révélé que
deux génotypes différents, le premier et l'original de cette variété, étaient identiques a Laiadi et
al., (2009), et avaient un profil moléculaire similaire a Cherchali conservé dans la collection
de germoplasme de Vassal (France) obtenu par des études ultérieures (Riahi et al., 2010) et ce
dernier n'est pas Cherchelli avec un E et un double L, comme mentionné par Laiadi et al.,
(2009). Le VIVC classe les deux variétés comme blanches et bien que leurs généalogies soient
distinctes, ce qui est différencié par lI'analyse des marqueurs SSR en raison des profils de
génotype distingués ; la seconde pour Ohanes, comme indiqué précédemment par Zinelabidine
et al., (2014) sous le nom de Tadelith. Sachant que les deux ont des raisins de couleur différente,
donc sont considérés comme des variétés différentes (Zinelabidine et al., 2014), cela confirme

I'existence de mélanges lors de la plantation de ce cultivar.

L'accession Farana de Mascara s'est révélée étre synonyme du cultivar Farana Blanc dans
les études précédentes de Laiadi et al., (2009) et Zinelabidine et al., (2014). Dans ce travail,
tous les marqueurs SSR des deux derniers profils correspondaient a Cherchelli, comme indiqué
précédemment par Zinelabidine et al., (2014) en utilisant I'analyse SNP et confirmé par une
correspondance morphologique significative en utilisant un total de (108) descripteurs (Bounab
et Laiadi, 2019), tandis que le profil SSR de Cherchelli analysé par Laiadi etal., (2009) a montré

une légere différence au niveau de deux alléles avec VVS2 et VVMD5.

Les trois derniers profils ont le méme profil moléculaire que Shaa Tolba, ce qui est
confirmé par Zinelabidine et al., (2014) et la morphologie convergente (Bounab et Laiadi,
2019). Cette variété est différente de Shaa Tolba qui a été analysée par Laiadi et al., (2009),

qui correspond a Sulima (Vitis International Variety Catalogue, VIVC : http://www.vivc.de/;

la base de donnéesmoléculaires CREA-Viticulture et (Enologie) et Morsi (Jiméenez et al., 2019

et Gago et al., 2022), indiquent qu'il s'agit d'un cas de mauvais étiquetage.

Alors que le génotype original de Sbaa Tolba existe probablement encore dans la
collection originale de 'Teghennif' (mascara) (Laiadi et al., 2019), il a été démontré que ce
dernier n'est pas lié au génotype maintenu dans Mzej Edchiche (Skikda), indiquant un cas
d'étiquetage erroné de Sbhaa Tolba au moment de l'introduction. Des erreurs se sont produites
lors de lI'obtention de ces échantillons, et le profil moléculaire correspondant a été planté sous

plusieurs noms.
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Dans cette étude, neuf accessions mal nommées ont été identifiées en analysant les profils
génetiques obtenus avec les informations de la littérature et des bases de données ; il s'agit du
Muscat de Fandouk 2, du Valenci Noir, de la Sultanine, du Muscat Noir, du Torki, dela

Tinesrine, de I'El Wali, du Centennial et du Corrin Seedless.

2.2.6. Les erreurs détectées au niveau des porte greffes

Cetteétudea également inclus quelques porte greffespour leur importance dansla culture
et la protection des cépages. Deux cas d'accessions mal nommees ont été identifiés en vérifiant
les profils génétiques obtenus avec les informations accessibles dans la littérature et les bases
de données ; le profil SSR de Ruggeri 140 (clone 101) correspondait a l'accession Millardet et
Grasset 41 B et le profil génotype de "Riparia Gloire de Montpellier" correspondait a Castel
196-17.

Une identification précise est fondamentale pour optimiser la conservation et I'utilisation
du germoplasme dans les programmes de sélection actuels. Il est important d'identifier
I'existence de synonymes et des erreurs de dénomination pour éviter les problemes actuels de
sélection et de propagation (Schuck et al., 2011). Les influences environnementales ont un
impact significatif sur les caractéristiques morphologiques, tandis que les marqueurs SSR sont
trés efficaces au niveau de la plante car ils peuvent étre utilisés pour différencier facilement des
variétés distinctes et pour évaluer la diversité génétique. Cependant, les marqueurs SSR sont
moins efficaces pour discriminer les clones (Laucou et al., 2011). Les résultats de I'analyse
moléculaire ne doivent pas remplacer les observations ampélographiques mais doivent vraiment
les inclure dans ces observations principalement pour identifier les mutations somatiques (De
Oliveira et al., 2020).

2.3. Résultats statistiques

2.3.1 Evaluation de la diversité génétique

Les paramétres génétiques obtenus dans douze marqueurs SSR pour quarante trois
génotypes distincts (Tableau 11). Reésultats statistiques pour 12 marqueurs microsatellites
utilisés dans la présente étude, a savoir le nombre effectif d'alleles (Ne), le nombre observé
d'alleles (Na), I'hnétérozygotie attendue (He), I'nétérozygotie observée (Ho), la fréquence de
l'alléle nul F, lindice d'information de Shannon (1), Hardy—Weinberg equilibrium (HW), la
probabilité d'identité (P1) et la probabilité que deux individus freres sélectionnés au hasard

dans une population aient le méme génotype multilocus (PID SIBS).
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Tableau 11. Parameétres de diversité génétique en basant sur 12 marqueurs SSR pour les 43

génotypes obtenus.

Locus Na Ne Ho He | HW | F (Nul) Pl PID
SIBS
VVS2 11 6 0,884 | 0,842 2,029| *** | -0,049 | 4,3E-02 |3,4E-01
VVMD5 12 8 0,837 10,870 2,174| *** | 0,038 | 3,2E-02 |3,2E-01
VVMD7 15 8 0,930 | 0,865 2,298 | *** | -0,076 | 2,9E-02 |3,2E-01
VVMD25 12 6 0,767 [ 0,823 1,967| = 0,068 | 5,1E-02 |3,5E-01
VVMD27 11 6 0,884 10,837 2,0561| *** | -0,055 | 4,4E-02 |3,4E-01
VVMD28 15 8 0,930 | 0,872 2,335 * -0,067 | 2,8E-02 |3,2E-01
VVMD32 14 8 0,837 {0,870 2,288| *** | 0,038 | 2,9E-02 |3,2E-01
VrZAG62 12 6 0,884 10,840 2,041 *** -0,052 | 4,4E-02 |3,4E-01
VrZAG79 12 7 0,884 |0,860|2,161| NS | -0,028 | 3,4E-02 |3,3E-01
VMC6E1 13 8 0,953 10,873 2,270| *** | -0,092 | 2,7E-02 |3,2E-01
VMC6G1 9 5 0,767 | 0,817 | 1,866 NS 0,060 | 5,9E-02 |3,6E-01
VMCNG4b9| 13 6 0,814 10,832 2,142 NS 0,022 | 4,3E-02 |3,5E-01
Mean 12,42 | 6,82 0,864 | 0,85
Sum 149 81,8
Cumulative 7,35 E-18

2.3.1.1. Le nombre effectif d'alléles

La diversité génétique au sein de la collection de 81 accessions de vigne a éte évaluée par
12 marqueurs nucléaires. Le hautdegré de variabilité génétique parmi les 81 cultivars est prouvé
par le nombre élevé (149) d'alleles différentsaux 12 loci SSR analysés. Le nombre d'alleles par
locus SSR variait de 09 pour VMC6G1 a 15 pour VVMD7 et VVMDZ28, le nombre moyen
d'alleles par locus étant de 12,41 (Tableau 11) (voir annexe F). Le locus le plus informatif était
VMCG6EL avec (Ne=8) alléles effectifs avec la plus faible probabilité d'identite (PI= 0,027),
tandis que le moins informatif était VMC6G1 (Ne=5) avec plus forte probabilité d'identité
(P1=0. 059).

2.3.1.2. La probabilité d'identité (PI)

On a détecté six marqueurs (VVS2, VVMD25, VVMD27, VrZAG62, VMC6GL1 et
VMCNG4hb9) proches de la valeur de P1=0,050 a laquelle un microsatellite de la vigne est
considéré comme hyperpolymorphe, ce qui correspond a une probabilité de 5 % de partage du
génotype entre des cultivars non apparentés (Sefc et al., 2001), De toute évidence, la probabilité
d'identité de la plupart des loci ont des valeurs légérement variables, dont la plus élevée était
VMC6GL1 (0,059) et la plus faible était en VMCG6E1 (0.027) (Figure 11).
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L'PI cumulative ou probabilité d'obtenir desindividus avec un profil identiqueaux 12 loci
a éte estimee a 7,35E-18, ce qui indique une tres faible probabilité que deux variétés différentes
partagent le méme génotype, cette valeur de Pl étant supérieure a celle de la Bulgarie 1.2 x 10-
8 (Hvarleva et al., 2004), en Espagne 9.9 x 10-12 (Ibafez et al., 2003) et en Ombrie du Sud
(Italie centrale) 1,6 x 10-15 (Zombardo et al., 2021).
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Figure 11. La probabilité d'identité de 12 marqueurs SSR pour 43 génotypes

2.3.1.3. La probabilité d'identité (P1) pour Combinaisons croissantes

Les valeurs de la probabilité d'identité (PI) pour Combinaisons croissantes (Probability of
Identity (P1) for Increasing Combinations) sont présentées dans le Tableau 12. Elle est

également illustrée a la Figure 12.

Tableau 12. Les valeurs de la probabilité d'identité (P1) pour Combinaisons croissantes.

P1 for Increasing Locus Combinations Pi
n 43
VVS2 0,0427
VVS2+VVMD5 0,0014
VVS2+VVMD5+VV MD7 4E-05
VVS2+VVMD5+VVMD7+VVMD25 2E-06
VVS2+VVMD5+VVMD7+VVMD25+VVMD27 9E-08
VVS2+VVMD5+VVMD7+VVMD25+VVMD27+VVMD28 2E-09
VVS2+VVMD5+VVMD7+VVMD25+VVWMD27+VVMD28+VVMD32 7TE-11
VVS2+VVMD5+VVMD7+VVMD25+VVMD27+VVMD28+VVMD32+VrZAG62 3E-12
VVS2+VVMD5+VVMD7+VVMD25+VVMD27+VVMD28+VVMD32+VrZAG62+VrZ AG79 1E-13
VVS2+VVMD5+VVMD7+VVMD25+VVMD27+VVMD28+VVMD32+VrZAG62+VrZ AG79+VMC6E1 3E-15
VVS2+VVMD5+VVMD7+VVMD25+VVMD27+VVMD28+VVMD32+VrZAG62+VrZAG79+VMC6E1+VMC6G1 | 2E-16
VVS2+VVMD5+VVMD7+VVMD25+VVMD27+VVMD28+VVMD32+VrZAG62+VrZAG79+VMC6E1+VMC6G1 | 7E-18

+VMCNG4hb9
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La probabilité d'identité (Pl) pour combinaisons croissantes, entre les loci commence a
partir deux loci (VVS2, VVMD5) avec une valeur de 0,0013540756701562 puis diminue a
chaque fois avec Il'ajout d'un nouveau locus, cumulativement, jusqu'a son maximum valeur,
qui est une tres petite valeur (7,356458438432E-18).

Probability of Identity
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0.200 -
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0.100 -
0.050 -
0.000

Pl

== P| Pop1
=== P|sibs Pop1

Locus Combination

Figure 12. La probabilité d'identité (PI) pour Combinaisons croissantes (Probability of
Identity(PI) for Increasing Combinations).

Pour évaluer le pouvoir de différenciation des marqueurs SSR, le PID SIBS a été calcule,
qui a été défini comme la probabilité que deux individus fréres sélectionnés au hasard dans
une population aient le méme génotype multilocus, Les valeurs de PID SIBS de la plupart des
loci ont des valeurs convergentes, dont la plus élevée était VMC6G1 (3,6 E-01) et la plus faible
était (3,2 E-01) pour VVMD5, VVMD7, VVMD28, VVMD32 et VMCG6EL1, a travers les 12
loci, PI et PID SIBS sont extraordinairement bas, ce qui a permis de classer les marqueurs
comme efficaces pour discriminer les variétés analysées et trés informatifs pour prouver la

diversité génétique entre les variétés de vigne étudiees.
2.3.1.4. Les fréquences alleliques (AF)

Lataille desalléles (AS) (Allele Size) et les fréquences alléliques (AF) (Allele Frequency)

pour chacun des microsatellites sont présentées dans le Tableau 13.

Pour les neuf marqueurs microsatellites polymorphes proposés par GrapeGen 06, les
alleles les plus fréquents ont été déterminés : VVS2 (133, 137 bp), VVMD?5 (226, 236 bp),
VVMD7 (239, 249 bp), VVMD25 (243, 259 bp) VVMD27 (185, 194 bp), VVMD28 (247,
261 bp), VVMD32 (253, 273 bp), VIZAG62 (187, 203 bp), et pour VIZAG79 (250, 256 bp)
Figures (13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21).
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Figure 14. Fréquence allélique pour VVMD5
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Allele Frequency for VVMD7
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Figure 15. Fréquence allélique pour VVMD7
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Figure 16. Fréquence alléliqgue pour VVMD25
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Figure 17. Fréquence allélique pour VVMD27
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Figure 18. Fréquence allélique pour VVMD28
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Allele Frequency for VVMD32
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Figure 19. Fréquence allélique pour VVMD32
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Figure 20. Fréquence allélique pour VIZAG62
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Figure 21. Fréquence allélique pour VIZAG79

Pour les trois marqueurs SSR supplémentaires, les alleles les plus fréquents ont été
déterminés : VMCG6E1 (ISV2) (141, 165 bp), VMC6G1 (I1SV4) (177, 187 bp), VMCNG4b9
(EVA2) (150,160, 158 bp) (Figure 22, 23, et 24).
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Figure 22. Fréquence allélique pour VMCG6E1
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Allele Frequency for VMC6G1
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Figure 23. Fréquence allélique pour VMC6G1
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Figure 24. Fréquence alléliqgue pour VMCNG4b9
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Lataille desalléles (AS) et les fréquences alléliques (AF) pour chacun des microsatellites

sont présentées dans le Tableau 13. Treize alleles fréquents ont montré des fréquences
supérieures a 20 %, ont été considérés comme les plus fréquents : VVS2-133, VVMD5-236,
VVMD7-249, VVMD25-259, VVMD27-194, VVMD28-247, VVMD32-253 et 273,
VIZAG62-187 et 203, VIZAG79-250, VMC6G1-177 et VMCNG4b9-158. D'autre part,
64 alleles (42,95%) etaient relativement fréquents (fréquence supérieure a 5% et inférieure a
20%), Ce pourcentage de fréquence était inférieur aux études précédentes sur les cultivars de
V. vinifera (Laiadi et al., 2009). 72 alléles (48,32%) étaient peu fréquents (fréquence inférieure
a 5%). Chaque locus montrant un ou plus d’alleles avec fréquence = 0,012 dans le Tableau 13,
a l'exception de VVMD27 et VIZAGT79.
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Tableau 13. Taille des alléles (AS, pb) et fréquence des alleles (AF) pour les 12 nSSR marqueurs.

VVS2 VVMD5 VVMD7 VVMD25 VVMD27 VVMD28 VVMD32 VrZAG62 VrZAG79 VMC6E1 VMC6G1 VMCNG4b9
AS AF AS AF AS | AF AS | AF AS AF AS | AF AS AF AS | AF AS AF AS | AF AS AF AS | AF
123 0.012 | 226 0.163 231 | 0.047 | 241 | 0.070 | 179 0.174 1219 | 0.023 | 236 | 0.058 | 179 |0.012 | 236 |[0.023 | 129 | 0.070 | 169 | 0.128 | 138 | 0.047
133 0.267 | 228 0.093 233 | 0.081 | 243 | 0.186 | 181 0.047 ] 221 | 0.023 | 238 | 0.047 | 185 | 0.128 | 238 |[0.023 | 133 | 0.070 [ 177 | 0.326 [ 150 | 0.105
135 0.116 | 232 0.151 239 | 0.186 | 245 | 0.163 | 183 0.081|223 | 0.035| 241 | 0.047 | 187 | 0.233 | 242 |[0.081 | 135 | 0.012 | 179 |0.035 [ 152 | 0.035
137 0.174 | 234 0.058 243 | 0.081 | 249 | 0,058 | 185 0.198 | 237 | 0.105 | 251 | 0.093 | 189 | 0.012 | 244 |[0.023 | 137 | 0.023 | 183 | 0.047 | 158 | 0.349
143 0.140 | 236 0.209 245 | 0.012 | 251 | 0.023 | 189 0.081]239 | 0.058 | 253 | 0.209 | 191 | 0.058 | 246 |[0.081 | 141 | 0.198 | 187 | 0.186 | 160 | 0.105
145 0.105 | 238 0.128 247 | 0.081 | 253 | 0.151 | 191 0.035] 243 | 0.012 | 255 | 0.012 | 193 | 0.058 | 248 |[0.023 | 143 | 0.151 | 191 | 0.140 | 162 | 0.023
147 0.035 | 240 0.093 249 | 0.244 | 254 | 0.023 | 194 0.267 | 245 | 0.023 | 257 | 0.116 | 195 | 0.081 | 250 ([ 0.221 | 151 | 0.047 | 193 | 0.093 | 163 | 0.023
149 0.093 | 246 0.023 251 | 0.058 | 259 | 0.279 | 203 0.023 | 247 | 0.256 | 259 | 0.023 | 199 | 0.093 | 254 ([ 0.140 | 153 | 0.012 | 195 | 0.035 | 164 | 0.023
151 0.035 | 252 0.012 253 | 0.093 | 260 | 0.031 | 205 0.023 249 | 0.047 | 261 | 0.058 | 203 | 0.256 | 256 |[0.174 | 157 | 0.058 [ 197 | 0.012 | 166 | 0.070
155 0.012 | 264 0.012 255 | 0.012 | 267 | 0.023 | 207 0.047 | 251 | 0.070 | 263 [ 0.070 | 209 | 0.023 [ 258 | 0.151 | 161 | 0.023 168 [ 0.012
161 0.012 | 266 0.035 257 | 0.035 | 271 | 0.012 | 211 0.023 255 | 0.023 | 265 | 0.035 | 213 | 0.047 [ 260 | 0.023 | 165 | 0.174 170 [ 0.035
268 0.023 259 | 0.012 | 275 | 0.012 257 | 0.012| 271 | 0.012 | 219 | 0.031 | 262 | 0.035 | 167 | 0.058 172 {0.081
261 | 0.023 261 | 0.163 | 273 | 0.209 169 | 0.105 176 | 0.093
263 | 0.012 263 | 0.070| 275 | 0.012
265 | 0.023 271 | 0.081
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2.3.1.5. L'hétérozygotie attendue et I'hétérozygotie observée

L'hétérozygotie attendue allait de 0,817 pour VMC6G1 a 0,873 pour VMCG6E1 avec une
hétérozygotie moyenne attendue (85%) qui s'est avérée plus élevée que celle rapportée pour
d'autres collections de matériel génétique de vigne, comme 1'Anatolienne avec 71,2% (Y1maz
et al., 2020), Arménienne avec 78,9 % (Margaryan et al., 2021), Géorgienne avec 80,7 %
(Maghradze et al., 2010), et similaire au Brésil avec 85 % (Schuck et al., 2009). Des valeurs
d'hétérozygotie aussi élevées peuvent indiquer que la plupart des variétés ont été obtenues a
l'origine par hybridation, puis stabilisées par multiplication clonale. L'hétérozygotie observée
la plus faible (0,767) a été détectée au loci VVMD25 et VMC6GL1 et la plus élevée (0,953) au
locus VMCG6EL, suivi par VVMD7 et VVMD28 avec 0,930, ou I'hétérozygotie observée
moyenne (86,4 %). La valeur Ho globale est plus élevée qu’attendue pour 7 loci contre 5 loci.
Par conséquent, les valeurs Ho plus élevees a la plupart des loci observés dans cette étude dans
les conditions de Hardy-Weinberg indiquent une variabilité génétique élevée dans cette

population. La moyenne globale de I'hétérozygotie observée et attendue était proche.

Les valeurs deI'nétérozygotie observée sont plus élevées que celles trouvées par certaines
études antérieures sur la vigne, telles que 69,3 % au milieu du bassin Méditerranéen pour 295
génotypes (De Michele et al., 2019), 71,96 % en Afrique du Nord (région du Maghreb) pour
181 génotypes (Riahi et al. 2012), plus que 74,2 % en Asie centrale pour 1378 génotypes (Riaz
etal., 2018), 75 % au Brésil pour 410 génotypes (de Oliveira et al., 2020) et 83,1 % en Ombrie
du Sud (ltalie centrale) pour trente neuf profils de génotypes obtenus a 13 loci SSR (Zombardo
et al., 2021).

La capacité des microsatellites a identifier les cépages est liée a la probabilité d'identité
(PI) (Paetkau et al., 1995). La correspondance entre ces parameétres est la suivante : un SSR
efficace pour discriminer les génotypes a des niveaux élevés de Ho, He, et des valeurs faibles
de PI (Salayeva et al., 2010, Popescu et al., 2018). Parmi les trois marqueurs SSR
supplémentaires testés dans la présente étude, ont été notés le marqueur VMC6EL qui a
affiché des niveaux de diversité élevés concernant I'hétérozygotie attendue (He= 0.873;
supeérieure a la valeur moyenne de 0,85) avec faibles valeurs de P1= 0,027 (par rapport aux

autres marqueurs).
2.3.1.6. La fréquence de I'alléle nul F

La fréquence de l'allele nul F a été particulierement intéressante, car elle était négative
pour 7 loci sur 12 SSR. Ce paramétre est important pour détecter certains problemes

d'amplification des alléles lors du génotypage ou de la suppression d'une séquence cible.
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Dans la présente recherche, des valeurs positives ont été trouvées pour la présence
d'alleles nul F avec les SSR VVMD5, VVMD25, VVMD32, VMC6G1 etVMCNG4b9, qui ont

été enregistrés a des niveaux d'hétérozygotie observée plus faibles que ceux d'hétérozygotie
attendus.

2.3.1.7. L'indice d'information de Shannon (I)

L'indice d'information de Shannon (1) le plus élevé a été observé dans le locus VVMD28
(2,335) et le plus bas dans VMC6GL1 (1,866). L'indice d'information de Shannon est un

parametre important qui refléte le niveau de polymorphisme.
2.3.2. Phylogénétiques et relations entre les cultivars Méditerraneens

L’algorithme Neighbor Joining a été utilisée par le logiciel populations-1.2.32 pour tracer
les relations phylogénétiques entre les 43 génotypes, et le logiciel MEGA-X aensuite été utilisé
pour visualiser le dendrogramme phylogénétique. Le dendrogramme obtenu se compose de

quatre groupes A, B, C et D, comme le montre la figure 25.
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Bezzoul el Khadem
Farana Noir
Lekhzine

Oul b’Ouzgueur
Louali

Ghanez

Aberkane

Ain El Couma

Ain el Kelb

Ahmar de Mascara
Italia

Christmas Rose
Amokrane

Bouni

Alphonse Lavallée
Dattier de Beyrouth
Cardinal

Boghni

Muscat de Hambourg
Farana Blanc

Adadi
Toustain

Tadelith
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Muscat de Fandouk 1
Muscat de Berkain
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Chasselas
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Tizi Ouinine

Ahmar Mechtras 11

Figure 25. Dendrogramme illustrant les similarités génétiques de 35 génotypes utilisant 12

marqueurs SSR.
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Les dendrogrammes ont été obtenus consistant en quatre groupes. Trois cultivars ont été
regroupés en groupe (A), Bouaber des Aures et deux autres variétés : Alvina et Sulima. Ces
deux dernieres sont toutes deux dérivées de Sultanina, ce qui explique la relation génétique

étroite entre elles ; elles sont probablement d'origine Francaise.

Le deuxieme groupe (B), composé de 14 génotypes, comprend des variétés cultivées
autour de la Méditerranée, principalement des variétés Algériennes telles que Ahmar de
Mascara, Ain EI Couma, Aberkane, Louali, Oul b’Ouzgueur, Louali résultant d'un croisement
entre Oul b’Ouzgueur qui correspond a Lakhdari et Chikki et qui explique leur étroite relation
génetique (Riahi et al., 2010), Lekhzine, Farana Noir qui correspond a Taferielt, une variété
Marocaine. Par ailleurs, ce génotype est largement cultivé sous le nom de Akhal Meguergueb

une variété Tunisienne, Bezzoul el Khadem, et Amokrane.

Les accessions Algériennes ont eté trouvées dans de nombreux cas en commun avec
d'autres pays de la région tels que le Maroc et la Tunisie, ou la proximité culturelle et
géographique récente a été intense et les relations génétiques étroites observees entre certains
des cépages suggeérent qu'il existe des groupes de cultivars qui pourraient résulter d'une
hybridation spontanée entre les plantes cultivées suivie par la propagation des graines, ou
Ghanez correspond trés probablement a Ohanes, Bouni qui correspond & Dominga , Cette
variété est un cultivar trouvé dans la région sud de I' Espagne, plus précisément a Murcia, et est
également cultivée au Portugal (Galet, 2000) et Ain el Kelb, qui a été décrit par Galet (2000)
comme étant d'origine Tunisienne, mais le VIVC le classe dans la liste des cultivars Algériens,

ceci était basé sur la seule référence dans I'ampélographie Algérienne Levadoux et al., (1971).

En fait, nous avons trouveé ce génotype identiquea un autre genotype d'origine Tunisienne
sous le nom de Tebourbi (Snoussi et al., 2004), ce dernier qui correspond probablement a Beba.
Cela suggere qu'il s'agit de l'origine des cultivars Espagnols sous divers noms: Beba, Calop
Blanco (couleur blanche) et Calop Rojo (couleur rouge) (Laiadi et al., 2009), qui s'est produit
comme une mutation somatique précédemment étudiée par Martin et al., (2003), une autre
correspondance de profil génétique a été trouvée avec cette variété du Maroc sous le nom de
Muscat Sefrou (Zinelabidine et al., 2010), ainsi que des cultivars introduits reconnus, tels que

Italia d'lItalie et Christmas Rose d'Amérique.
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Le troisieme grand groupe clair (C) comprenant des cultivars étroitement apparentés était
celui des muscats. Le Muscat el Adda, le Muscat de Berkain, le Muscat de Fandouk 1 et le
Muscat Hamburg correspondent trés probablement au Moscato Nero, au Muscat fleur d'oranger,

au Muscat d'Alexandrie et au Muscat Hamburg respectivement.

Le Muscat EI Addaa baie noire serait un synonyme de l'une des accessions de Muscat
Nero analysées précédemment (Crespan et Milani, 2001), « Nero » cela signifie la couleur noire,
le Muscat de Hambourg, est dérivée du Muscat d'Alexandrie (Muscat de Fandouk 1). Des
relations génetiques étroites entre ces trois cultivars de muscat ont été signalées précédemment
(Crespan et Milani, 2001 ; Crespan, 2003).

Le Muscat Fleur D'oranger (Muscat de Berkain) est probablement issu d'un croisement
entre le Muscat a petits grains blancs (Muscat blanc) et le Chasselas, comme [l'ont
précédemment analysé (Schneider et al., 2008). Tous ces cépages présentent des liens
génétiques tres proches suggérant ainsi une relation étroite, ainsi que des cultivars introduits
reconnus, comme Alphonse Lavallée de France, Cardinal d'Amérique, Dattier de Beyrouth du
Liban et Dona Maria d'une variété portugaise et descultivars Algériens comme Adadi, Tadelith,
Toustain, Boghni qui pourrait étre apparenté au cultivar Italien Bogni et Farana Blanc qui
correspond a Planta Fina d'Espagne, parmi ces cultivars cultivés dans les zones orientales et

occidentales du bassin Méditerranéen.

Le quatriéme groupe (D) comprenait quatre accessions dont: Aneb el Cadi, Tizi Ouinine,
Halawani de Turquie et Ahmar Mechtras 11, Ceux qui ont un profil génétique existant sous
différents noms avec des couleurs différentes également selon les données VIV C, correspond a
Fraoula Aspris (blanc), selon Laiadi et al., (2009), elle est rose, que I'on trouve aussi en rouge
(Bounab et al., 2019) et ainsi que noir (Henab Turki), que I'on trouve en Grece, a Chypre et en
Egypte sous le nom de Roumi Ahmar , pour expliquer ces différentes couleurs, malgré le méme
profil génétique, une étude approfondie de ce cépage est nécessaire, et la possibilité de mutations
somatiques affectant la couleur caractéristique des baies, comme révélé précédemment a partir
de la famille des cépages Pinot. L'association des cultivars est probablement due a I'échange

historique de germoplasme avec ces pays.
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2.4. Analyse de statut sanitaire

Au cours de lI'enquéte sur le terrain pour détecter les maladies virales, les symptomes les

plus courants observés sur les vignes des collections incluaient la décoloration et déformations

des feuilles, aplatissement et fasciation des rameaux, entre-nceuds courts et rabougrissement de

la souche, coulure et millerandage, jaunissement sur cépages blancs ou rougissement des

feuilles sur cepages rouges et enroulement des feuilles. Les résultats des tests montrent un

niveau assez élevé d'infection par le virus de la vigne dans la collection, comme le montre le

Tableau 14, I'état sanitaire de la vigne cultivée a collection est genéralement n'est pas bonne,

et nous pouvons estimer la charge virale de nos échantillons.

Tableau 14. Statut sanitaire des échantillons évalué a l'aide de la technique ELISA pour

neuf virus.
Nom d'accession | GFkv |ArMV | GrLy | GLRaV-1 | GLRaV-2 | GLRaVv-3 | GLRaV-6 |[GVA |GVB
Richter 110 - - - - - - - - N
41b - - - - - - - - -
41D - - - - - - - - -
Paulsen 1103 - - - - - - - - -
So4 - - - - - - - - -
So4 - - - - - + - - -
Richter 99 - - - - - - - - -
Castel 196-17 - - - - - + - +++ -
Ruggeri 140 - - - - - - - - -
Ruggeri 140 - - - - - - R - -
Ghanez - - +++ - - ++ - +++ -
Muscat de Fandoull - - +++ - - ++ - +++ -
Adadi - - +++ - - ++ - +++ -
Muscat de Berkain - - +++ - - - - - -
Ahchichene - - - - - ++ - 4+ .
Adari des Bibans - - +++ - - + - +++ -
Tadelith - - +++ - - +++ - +++ -
Boghni - - - - - 4+ - 4+ -
Farana Noir - - +++ - - +++ - +++ -
Ain el Couma - - - - - +++ - - _
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Farana blanc +++ - - +4++ 4+
Alphonse Lavallée - - - - -
Alvina - - - ++ +++
Aneb el Cadi ++ +++ ++ +4++ +++
Sbaa Tolba - - - - 4+
Tizi Ouinine - - - +4++ 4+
Kabyle Aldebert +++ - - + .
Ahmed Draacel - - - + ++
Mizen
Muscat El Adda +++ - ++ +++ -
Ain el Kelb - - - +++ 4+
Aberkane +++ - - + .
Bouni - - - . .
Christmas Rose - - - ++ 4+
Dattier de Beyrouth - - - + +4+
Halawani - + - - .
Dona Maria - - - - .
Lakhdari - - ++ +++ .
Cardinal - - - - .
Chasselas - - - - -
Bouaber des Aures +++ - - + 4+
Sulima - - - +++ +++
Toustain - - - 4+ 4+

+ : Infection faible

++ : Infection moyenne

+++ : Infection forte

Dans la recherche actuelle, treize plantes sur 42 (30,95 %) étaient indemnes de tous les

virus explorés, alors que sur 42 plants de vigne testés, 29 (69,05%) étaient infectés par un

virus (Figure 26).
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® Echantillons totalement
exempts de virus

® Echantillons infectés par
virus

Figure 26. Un diagramme circulaire présentant en pourcentages le statut sanitaire de la vigne

cultivée a la collection.

Le plus haut de degré de maladie infectieuse était avec des virus de la maladie de
I'enroulement, 61,9 % (26/42) desvignes testées étaient positives a la présence duvirus GLRaV-
3. Ces résultats appuient la confirmation de la notion selon laquelle GLRaV-3 est plus répandu
dans le Méditerranée (Ahmed et al., 2004 ; Cabaleiro et Segura, 2006 ; Mahfoudhi et al., 2009),
alors que GV A, parmi les virus liés a la structure complexe du bois rugueux, comme on le voit
chez le Kober Stem Grooving qui induisent une diminution de vigueur, a été mis en évidence
dans 21 des 42 (50 %) vignes testées. GLRaV-2 a été trouvé dans seulement trois vignes sur 42
(7,14 %) et l'incidence de I'Ampelovirus GLRaV-1 était significativement plus faible puisque
sur 42 vignes testées, deux (4,76%) étaient positives.

Cependant, l'infection avec GFLV a également été trouvée dans 13 cas importants
(30,95%). Fait intéressant, I'analyse ELISA n'a révélé aucune infection par le GFkV, les
népovirus ArMV, le GLRaV-6 et le Vitivirus GVB en nos échantillons. La Figure 27 montre

le pourcentage d'infection de chaque virus.
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Figure 27. Le nombre d'accessions infectées par le virus de la vigne

L'absence de Népovirus est remarquable car on sait que des nématodes vecteurs de ces
virus, comme (Xiphinema spp.), sont abondantsdans les régions semi-arides de I'Atlas saharien,
(Louadi et Robaux, 1992) et caractérisés comme virus Européens et Américains (Maliogka et
al., 2014).

Principal moyen de diffusion du GLRaV-3 dans divers pays Méditerranéens est par le
biais de plantes végétales contaminées. Materiel végétal avec plusieurs insectes vecteurs de la
famille de Pseudococcidae et Coccidia assez répandues (Cabaleiro et Segura, 1997 ; Kruger et
al., 2006 ; Douglas et Kruger, 2008 ; Almeida et al.,2013 ; Deli¢ et al., 2016) et un des agents
responsables les plus courants de la maladie de I'enroulement desfeuilles. En revanche, la faible
prévalence des plantes infectées par GLRaV-2 pourrait s'expliquer par I'absence d'insecte
vecteur pour ce virus, qui se propage uniquement par le matériel végétal (Meng et al., 2005),
certaines données indiquant a l'origine de ce virus aux Etats-Unis (Angelini et al., 2017). Par
conséquent, le trouver dans des vignes enracinées, comme Muscat el Adda, Aneb el Cadi et
Lakhdari notamment d'origine locale, était intéressant. Lehad (2012), pour sa part, a démontré
que le GLRaV-2 est le virus le plus répandu en Algérie, confirme I'existence de ce virus dans
les pays africains. Infections virales multiples impliquant deux virus ou plus étaient également

fréquents, GLRaV-3 et GVA étaient les plus combines fréquemment dans 47,6% de tous les
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vignobles évalués, bien qu'ils appartiennent a des genres distincts, les deux virus sont connus

pour étre propagés par diverses especes de cochenilles farineuses. La co-infection de plusieurs
échantillons par les deux virus pour la majorité des infections végétales peut étre attribuées a la

transmission vectorielle sur le terrain.

De plus, 23,8 % des plantes étaient infectées par trois virus, voire cing virus, comme ce
fut le cas avec Aneb el Cadi. Etant donné que les échantillons a analyser ont été prélevés dans
desvignobles agés de plus de 31 ans (1990), les raisons possibles de la forte incidence du virus
sont le mode traditionnel d'implantation de la vigne, par greffage in situ, sans contréle
environnemental hygiénique/stérile desvignes meres, présence de virus vecteurs et I'absence de

surveillance systématique des virus et maladies apparentées (Khouni et al., 2023).

L'enquéte a également inclus certaines variétés rares et menacées. Le patrimoine
génetique Algerien est relativement inexploré, et les problemes d'identification erronés sont
fréquents. Les variétés locales menacent en voie d'extinction identifiés dans notre étude étaient
représentés avec seulement quelques vignes restantes, parmi 42 échantillons testés, 29 étaient
infectés. En raison d'un nombre limité de vignes accessibles, il est impossible pour conclure sur
leur état sanitaire genéral. Cependant, ils doivent étre transférés dans de la collection pour la
conservation de la biodiversité et éventuellement pour I'élevage. (Poljuha et al., 2010).

Selon Selmi et al., (2017), les cultivars locaux en Tunisie avaient une prévalence de
35% infectés vignes, par rapport a une incidence significativement plus faible (16,6 %) en
Egypte. (Fattouh et al., 2014 et Rahali et al., 2019). Les populations de vignes autochtones
propageées depuis longtemps temps dans un petit cercle fermé ont montré une incidence élevée
decertains virus et ontdemandé un programme national spécifique de contrdle sanitaire prenant

en compte la préservation de la biodiversite.
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Conclusion et perspectives

CONCLUSIONET PERSPECTIVES

La vigne (Vitis vinifera L.), profondément ancrée dans les coutumes Algériennes, a un
impact culturel important sur les traditions locales, grace a l'influence de nombreuses
civilisations au fil du temps. L'Algeérie est une source importante de ressources génétiques,
notamment pour les espéces autochtones, du fait de sa situation géographique et a la diversité

de ses conditions pédoclimatiques (steppe, plaine, saharien, vallonné et cétier).

En raison des limites sociales, économiques de I'Algérie, la viticulture a connu des
changements importants. Depuis une vingtaine d'années, de nombreux pays se préoccupent de
la question de I'érosion des ressources génétiques, en particulier notre pays ou certaines especes

autochtones ont déja disparu ou sont en grand danger.

Reconnaitre la profondeur de notre heritage phylogénétique local est crucial étant donné
l'ignorance presque totale de notre passé viticole et l'absence d'un catalogue descriptif du

comportement de ces variétés.

Dans les programmes de conservation, de gestion des bioressources génétiques, nous
avons franchi deux étapes clés grace au travail que nous avons effectué. Ces programmes
commencent par la réalisation d'analyses moléculaire de vigne autochtones, introduites, porte
greffes et phylogénétiques de 81 accessions de vigne de la collection afin d'identifier
précisément leurs génotypes et le patrimoine viticole existant. En outre, d'établir la situation

sanitaire des cépages par la technique ELISA.

Nos résultats montrent que les vignes de la collection ont une grande variabilité génétique
d'un point de vue statistique si bien que le nombre élevé 149 alleles détectés, avec une moyenne
de 12,41 alléles par locus. Les valeurs de I'hétérozygotie moyenne attendue (He) et
I'hétérozygotie observée (Ho) ont été déterminées comme étant respectivement de 0,850 et
0,864. Il est notable que I'hétérozygotie observée était supérieure a celle attendue pour 7 loci
contre 5 loci, ce qui indique une forte variabilité génétique dans cette population avec un taux
de polymorphisme élevée.

De plus, les analyses virales ont généralement révélé un mauvais état sanitaire des vignes
de la collection : 69,05% de nos échantillons étaient infectés par les virus recherchés, le virus
GLRaV-3dela maladie de I'enroulement et GV A ont été détectés respectivement dans 61,9 % et
50 % des échantillons. D'autre part, GLRaV-1, GLRaV-2 et GFLV ont été identifiés dans 4,76%,
7,14% et 30,95% des cas. En revanche, le GFkV, le Nepovirus ArMyv, le GLRaV-6 et le Vitivirus

GVB étaient totalement absents.

76



Conclusion et perspectives

L'analyse phylogénétique a été utilisée pour identifier la structuration génétique des
variétés de vigne en fonction de leur lieu d'origine. Grace a ces découvertes, une autre preuve
de l'importance de I'Algérie en tant que carrefour d'interactions humaines est davantage attestée
par la diversité continue de la richesse variétale de la vigne qui ont facilité la dispersion de la

vigne domestiquée depuis I'Antiquité.

Les relations génétiques étroites observees entre certaines des cépages suggerent qu'il
existe des groupes de cultivars qui pourraient résulter d'une hybridation spontanée entre les
plantes cultivées suivie d'une propagation par graines, parmi les cultivars cultivés dansles zones
orientales et occidentales du bassin Méditerranéen, ou l'unité culturelle et géographique récente
a été intense. Dans de nombreux cas, on a constaté que les accessions Algériennes partagent des

caractéristiques avec d'autres pays.

D’apreés les résultats de cette recherche ont révélé qu'il y a quelques synonymies ainsi que
quelques différences avec la base dedonnées de la collection publiée ; ces erreurs devraient étre

corrigées dans le futur.

Cetterecherche a également révelé des profils moléculaires différentsdesvariétés portant

le méme nom dans la collection, indiquant des cas de mauvais étiquetage.

Ces résultats peuvent étre utilisés pour planifier efficacement les activités de sélection

modernes, que ce soit par I'nybridation traditionnelle ou d'autres innovations technologiques.

Les donneées et les informations fournies aideront a améliorer la gestion desgermoplasmes
de la vigne en réduisant le nombre d'accessions et en garantissant l'authenticité du matériel
vegétal pour la duplication, en fournissant des données moléculaires dérivées d'une grande
variété de matériel génétique qui peuvent aider a enrichir les informations actuelles dans
les bases de données et la conservation dans la collection ainsi qu'en aidant a réduire les
dépenses de maintenance du germoplasme sans le potentiel de perte de ressources génétiques

importantes.

Cette enquéte a révélé un nombre élevé de vignes infectées, soulignant la nécessité d'un
contrble a grande échelle de la propreté de I'environnement et de la lutte contre les maladies.
En ce qui concerne la nécessité de créer une stratégie efficace de lutte contre les virus, il est
nécessaire de mener desenquétes plus approfondies, y compris la surveillance des vecteurs de

Virus.
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Conclusion et perspectives

De méme, l'impact d'un virus sur la santé de la vigne, le rendement et la qualité dans nos
conditions reste a déterminer. L'incidence élevée des maladies virales observées souligne la
nécessité d'un programme national de contrble phytosanitaire qui tienne compte de la

préservation de la biodiversite.
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ANNEXE A : Localisation geographique des groups de Vitis : Européens, Asiatiques et
Ameéricains (Zah-Bi, 2014).
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Annexe

ANNEXE B : Superficie du vignoble des principaux pays viticoles du monde en 2021 (OlV,
2021 ; https://fr.statista.com/ ).

Superficie du vignoble des principaux pays viticoles du monde en 2021 (en milliers
d'hectares)
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France
Chine*

ltalie
Turquie
Etats-Unis*
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Inde®
Australie
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Ouzbékistan™ 112
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Afghanistan® 100
Russie 98
Brésil 81
Egypte* 77
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Bulgarie® 66
Hongrie 64
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Annexe

ANNEXE B1 : la production et la superficie du vignoble en Algerie 2022 (OIV, 2022).

Fresh Grapes Production & Vineyard Area
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ANNEXE C : La production, consommation de raisins de table en Algérie, 2021 (OIV, 2022 ;

https://www.oiv.int/ ).
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Annexe

ANNEXE C1: La production, consommation, exportations et importations de vin en
Algérie, 2021 (O1V, 2021 ; https://www.oiv.int/).
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ANNEXE C2 : La production, consommation, exportations et importations de raisinsecs en
Algérie, 2021 (O1V, 2021 ; https://www.oiv.int/).
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Annexe

ANNEXE C3 : Répartition et évolution de la production de la vigne en Algérie 2020 (Office

National des Statistiques (https://www.ons.dz/).
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ANNEXE D : Zones d’intervention et implantation des fermes de démonstration de
I'ITAF (Lakhrif, 2011).

ZONES D’INTERVENTION ET IMPLANTATION
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Annexe

ANNEXE E : Description de la région d'étude.
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ANNEXE E2 : Pépiniére en pleine terre pour la production de futurs porte greffes issus de semis.

ANNEXE E3 : Retenue collinaire au niveau de I'I'TAFV (Mejez Edchich)
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ANNEXE E4 : Serre de multiplication et d'élevage de plantes greffées

ANNEXE ES5 : Plantes greffées de diverses especes destinées a la commercialisation et a

I’autoconsommation
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ANNEXE EG6 : Superficie occupée par les porte greffes dans la collection (champs de pieds-mére, CPM).

Densité NEmIEI e Désignation de la Origine du
Espéce Variétés Catégorie (écartement) Année de Plantation plgnts parcelle Superficie Matériel Végétal
excitants
186
1) S04/102 1993/11999943 o
2) 41B/194 1994 34
3) 1103P/112 1994 24
4) 1101P/113 1994 19 02/06
6) 110R/151 240
7) 140RU/101 iggj 153 M.C.AXI .France
8) 41B/195 1994 54
9) 140RU/200 1994 35
10) 140RU/265 1994 50
11) 110R/140 1994 54
12) 110R/139 04
1990 52
1. 99R/96 i 68 L.
Vigne 2. 110R/06 1.5%3 88 04 46 08 Gikibert France
3. 140RU/101 Base 61
4, 1103P/113 126
5. 3309C/111 94
6. S04/05 30 46 Itaf
7. 41B/153
613
1/ 140RU/265 2000 582
2/ 110R/151 Base i 802
3/ 1103P/768
389
1) 1103P/113
332
2) 99.R/179 Base 2991 741
3) 1103P/112
Total

5151
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ANNEXE E7 : Superficie occupée par les variétés de la vigne dans la collection.

Nombre de

. o L. Densité Année de Désignation de - Origine du
ESpHE Vel Gzl (écartement) Plantation e)'? (lz?tr:zts la parcelle Superficie Matériel Végétal
Ahmar Mechtras |1 3X1.3 31/01/1990 5
Ahmar Mechtras I11 - - 8
Valenci Noir - - 10
Amokrane - - 7
Ahmar De Mascara - - 12
Aberkane - - 4
Kabyl Aldebert - - 12
Muscat El Adda - - 12
Lakhzine - - 12
Bouabar Des Aures - - 13
Farina Noir - - 7
Farana De Mascara - - 9
Tadlith - - 11
Muscat De Fandouk - - 11
Adadi - - 5
. Ahchichene - - 12
Vigne Adari des Bibans Standard - - 13 02 003510 d’imir;riifion
Muscat de Fandouk - - 12
Ghanez - - 14
Ain El Bouma - - 11
Tinesirine - - 11
Sultanine De Fandouk - - 3
Valenci Blanc - - 5
Bouni - - 13
Toustain - R 5
Bezoul El Khadem - - 10
Ain El Kelb - - 9
Tizi ouiouine - - 8
Aneb El cadi - - 11
Shaa Tolba - - 10
Lakhdari - - 7
Ahmed Draa Mizene - - 6
Farina Blanc - - 9




Annexe

Boghni
Louali
Muscat De Berkaim

El Wali
Amellal
Cherchali
Italia
Aneb El cadi
Ahmar Bouameur
Torki
Muscat Noir
Muscat basp
Sultanine
Corrin Seedless
Centennial
Valenci Noir
Alvina
Aneb kabyl
Sidi Ahmed Draa Mizene
Sulima
Dona Maria
Ahmar De Mascara
Christmas Rose
Halawani
Baladi
Dattier De Beirouth
Alphonse Lavalée
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Total

475
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ANNEXE F : Moyenne des parametres de diversité génétique.
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ABSTRACT

The conservation of genetic variability and the preservation of vine biodiversity are critical, current objec-
tives of viticultural research. Germplasm assessment is extremely difficult, particularly when many acces-
sions are included. Microsatellite markers have become an essential tool for germplasm collection
management and an approach to genetic diversity. This research reviews the molecular characterization of
eighty-one accessions stored at the Skikda germplasm collection in Algeria, as well as ELISA analysis to detect
viruses and estimate sanitary status. Accessions were genotyped with 12 highly polymorphic microsatellite
markers, including the nine ‘international’ loci used for grapevine identity. Genetic diversity is affirmed by
the high number (149) of different alleles (mean of 12,42 alleles per locus), the average expected heterozy-
gosity and observed heterozygosity were determined to be 0,850 and 0,864, respectively and to uncover
instances of synonymy, misnaming, and duplication. A total of 43 distinct genotypes were found and the gen-
otypes of 30 accessions were validated according to the reference literature and Vitis public and private data-
bases; most of autochthonous varieties that have been propagated for a long time in a small, closed and
circle area have displayed a high incidence of GLRaV-3 and GVA, with 61.9% and 50%, respectively. A close
relationship was demonstrated with certain grape varieties from the eastern and western areas of the Medi-
terranean basin, resulting from previous vine cultivar exchanges. Together, our results can improve grape-
vine germplasm management and emphasizes the need to recover the endangered genetic diversity that
characterizes negligible and ignored vines or germplasm biotypes, and the need to reappraise and support
the effective exploitation of variability resources to assist in the development of new grapes varieties and
rootstocks which will then enhance the regional food and agriculture industry.

© 2023 SAAB. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The north of Algeria is the distribution area of the native wild
Vitis sylvestris, from which varieties of Vitis vinifera ssp. sativa

In Algeria, the grapevine is the third-most abundant (75,000 hec-
tares) fruit crop after olive and date (Laassami et al., 2020), and has a
very long historic evolution, being strongly linked with a changing
civilization and society in general. Algeria is the largest country in
North Africa, and it has a great diversity of grape cultivars as well as a
wide range of climatic conditions (Laiadi et al., 2009; Riahi et al.,
2010). The grapevine is one of the most intensively cultivated plants
worldwide (Pertot et al., 2017; Gramaje et al., 2018) and has a very
substantial ~ economic  importance. = According to  the
International Organization of Vine and Wine (OIV), the worldwide
vineyards total area covers approximately 7.4 million cultivated hec-
tares, and this produces 77.8 million tonnes of fruit annually (http://
www.oiv.int, accessed on 15 August 2021).

* Corresponding author.
E-mail address: ziane.laiadi@univ-biskra.dz (Z. Laiadi).

https://doi.org/10.1016/j.sajb.2023.01.017
0254-6299/© 2023 SAAB. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.

were cultivated (This et al., 2006). The indigenous people of Alge-
ria have cultivated grapevine for a very long time in North Africa,
e.g., the Berbers or Numidians during the first century B.C. (Rahali
et al., 2019). Huge quantities of grapevines were exported by the
Phoenicians across the Mediterranean Sea, and subsequently, the
Romans developed viticulture until the arrival of the Christians
(Levadoux et al., 1971) and utilized Algeria as just a storehouse
for grain for their kingdom (Meloni and Swinnen, 2014). Then,
table grapes were brought by Muslim Arabs also known as des-
sert grapes, again from the Middle East to North Africa, and in
the early nineteenth century, the French occupation expanded
the richness and heterogeneity of viticulture. Several cultivars
were directed to Spain and France after the phylloxera crisis in
Europe (Levadoux et al., 1971). By 1960, Algeria had become the
fourth-largest wine producer in the world, but after it gained its
independence in 1962, wine production fell and it lost much of
its market share (Meloni and Swinnen, 2014).
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To limit the genetic erosion of plants, germplasm collections have
been created all over the world to preserve the existence of autoch-
thonous diversity which may subsequently be available for scientific
and economic activities. International cooperation for the protection
and re-evaluation of genetic resources is necessary for the following
reasons:

(a) Not all countries have sufficient and large enough capacity to
maintain all genetic resources that can be collected; (b) regional and
international cooperation is necessary to ensure the conservation
and use of genetic resources and the maintenance of this material in
optimal conditions for the expression of its (biochemical, morpholog-
ical, phenological, physiological and anatomical characteristics of
crops or their organs); (c) ensuring international knowledge of
genetic resources (Popescu et al., 2017).

Collections require complex management when several acces-
sions are included, redundancy must be minimized, true-to-type
variety determination should be used, and the incorporation of
new samples should be optimized (Harta and Pamfil, 2013; De
Oliveira et al., 2020). Consequently, it is crucial to identify and
rectify errors that may have arisen at the time of transfer, e.g.,
mix-ups in the wood harvesting, grafting, installation, etc. (El
Oualkadi et al., 2009). As the grape industry expands, the number
of authorized varieties of grapevines is also rapidly increasing.
Consequently, many unrelated grape varieties have identical
names (homologues), or cultivars share different names (syno-
nyms) (Sefc et al., 2000; Crespan and Milani, 2001; Schneider
et al, 2001; Regner et al., 2006; Ferreira et al., 2015; Goryslavets
et al.,, 2015; Nebish et al., 2017; Dong et al., 2018). The traditional
field assessment method is a major approach to determining the
variety of grapes. However, because of environmental variables, it
takes a lot of time, and labor, being prone to mistakes and poses
major challenges and may change the characteristics of the mea-
sured attribute (Sripholtaen et al., 2016). Simple sequence repeat
markers (SSR), often referred to as short tandem repeats, are now
commonly utilized, and have shown to be a successful tool in the
creation of genetic maps, showing a description of individual
genetics, and related gene evaluation, for their reproducibility
and polymorphism (Eyduran et al., 2016; Bozhuyuk et al., 2020;
Bolaric et al., 2021; Hasanbegovic et al., 2021).

DNA sequencing data analysis and PCR have provided results from
the use of techniques that can be employed to characterize and
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evaluate germplasm and genetic resources and to identify markers
for use in breeding programs (Ibanez et al., 2003; Martin et al., 2003;
This et al., 2004; Costantini et al., 2005; Benjak et al., 2005; Santana
et al.,, 2008; Laiadi et al., 2009; Dokupilova et al., 2013; Zinelabidine
et al., 2014; Maletic et al., 2015).

Our goal in this study was multidisciplinary and consist of: (i)
Evaluation of Algerian grapevine germplasm, including autochtho-
nous varieties, international reference cultivars (introduced culti-
vars), rootstocks, and clones using a set of 12 simple sequence
repeat SSR markers which included nine SSR markers recom-
mended for common use by the European project grape Gen 06
(Maul et al., 2012); (ii) Detection of synonymies, homonymies,
and misnaming; the results were compared with the previous
investigations and published SSR marker profiles and ampelo-
graphic data and different outcomes were obtained to solve the
problem of their existence, which is one of the major problems
for viticulture worldwide (Veloso et al., 2010); (iii) Evaluation of
the level of genetic diversity; (iv) Assessment of their sanitary
status using virus detection through ELISA analysis for conserving
neglected local varieties at risk of extinction. We then discuss the
possibility of using this information for the management and
preservation of germplasm.

2. Material and methods
2.1. Plant material

Plant material utilized in this work was obtained from M'zej
Edchiche’s germplasm collection at the “Institut Téchnique d’Arbori-
culture Fruitiere, ITAF” of the Ministére de I'Agriculture in Skikda, in
North-eastern Algeria (Fig. 1).

The total number of grapevine accessions (Vitis vinifera L.) was 81
including, 38 autochthonous accessions classified as endangered or
minor varieties, 18 introduced cultivars, and 25 rootstock accessions,
some of which are unidentified and supplied from Blida (the list is
reported in Table 1). Each accession consisted of fifteen propagated
plants, many of which died from the climatic and sanitary problems.

For sampling, cambium tissue from wood was collected of a single
plant from each accession with repetition in case of inconsistency
with previous studies.

[l'he Germplasm collection of Skikda (Algeria)]

Fig. 1. Skikda sampling area, Algeria and samples location map.
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Table 1
A list of 81 accessions, organized based on genotype. Origin, berry color, prime name, ID number (SSR profile), as well as the Vitis International Variety Cata-
logue code.

Sample Name Origin Berry Color Prime Name ID number (SSR profile) VIVC Code

Richter 110
Clone (06,139, 140, 151) France - Richter 110 1 10,065
Unknown 01

Paulsen 1103
Clone (112,113, 768) Italy - Paulsen 1103 2 9023
Unknown 02
Unknown 03

Richter 99
Clone (96, 179) France - Richter 99 3 10,064
Unknown 04
Riparia Gloire de France - Castel 196- 17 4 2170
Montpellier
Ruggeri 140
Clone (101 200, 265) Italy - Ruggeri 140 5 10,351
Unknown 05
Unknown 06
Couderc 3309 France - Couderc 3309 6 3160
Clone (111)
S04 Germany - S04 7 11,473
Clone (05,102)
Millardet et Grasset 41B France - Millardet et Grasset 8 7736
Clone (153, 194, 195) 41B
Adadi Algeria White Abadi 9 24,154
Muscat de Berkain Algeria White Muscat fleur d’orange 10 8221
Ghanez Algeria White Ohanes 11 8716
Boghni Algeria White Bogni 15 12 1514
Italia Italy White Italia 13 5582
Ain el Couma Algeria White Ain el Bouma 14 17,384
Lekhzine
Ahchichene Algeria White Agourane 15 110
Adari des Bibans
Alphonse Lavallée France Black Alphonse Lavallée 16 349
Alvina France Black Alvina 17 16,384
Bezzoul el Khadem Algeria Black Bezzoul el Khadem 18 24,150

D’Algerie
Aneb el Cadi Algeria White Ahmed 19 135
Farana Blanc
Farana de Mascara Algeria White Planta Fina 20 9542
Cherchelli
Sbaa Tolba
Tizi Ouinine Algeria White Tizi Ouinine 21 24,558
Muscat el Adda Algeria Black Moscato d’adda 22 8050
Ain el Kelb Algeria
Valenci Blanc Spain White Beba 23 22,710
Aberkane Algeria
Corrin Seedless America Black Aberkane 24 13
Farana Noir Algeria
Valenci Noir Spain Black Taferielt 25 12,196
Sultanine Turkey
Amokrane Algeria White Amokrane 26 431
Amellal Algeria
Ahmed draa el Mizen Algeria
Muscat Noir France
Ahmar de Mascara Algeria Red Ahmeur Bou Ahmeur 27 140
Ahmeur Bou Ahmeur Algeria

(continued)
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Table 1 (Continued)
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Sample Name Origin Berry Color Prime Name ID number (SSR profile) VIVC Code

Bouni Algeria White Dominga 28 4985

Dattier de Beyrouth Lebanon White Afus Ali 29 122

Halawani Turkey Red Verigo 30 4752

Dona Maria Portugal White Dona Maria 31 3641

Lakhdari Algeria White Oul b'Ouzgueur 32 8844

Cardinal America (USA) Red Cardinal 33 2091

Louali

Torki Algeria White Louali 34 24,613

Tinesrine

Chasselas France White Chasselas Blanc 35 2473

Bouaber des Aures Algeria Black Kabyle Aldebert 36 22,896

Kabyle Aldebert

Muscat de Hambourg United Kingdom (UK) Black Muscat Hamburg 37 8226

Sulima France White Sulima 38 13,723

Muscat de Fandouk 1 Algeria White Muscat of Alexandria 39 8241

Centennial America (USA)

Muscat de Fandouk 2 Algeria

El wali Algeria

Muscat d’Alexandrie Greece

Toustain Algeria Black Sangiovese 40 10,680

Christmas Rose America (USA) Red Christmas Rose 41 2624

Tadelith Algeria Black Cherchell Noir 42 14,827

Ahmar Mechtrasll Algeria White Fraoula Aspri 43 17,275
Ahmar Mechtras III

2.2. DNA extraction and genotyping

For each sample, DNA was extracted from lyophilized tissues by
grinding the green plant material into a fine powder using a Tissue-
Lyser Il instrument (Qiagen, Hilden, Germany) and extracting the
DNA using a Plant DNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany),
according to the manufacturer’s protocol. DNA concentration and
quality (e.g., 260/280 and 260/230 ratios) were measured by a Nano-
drop 1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)
and by gel electrophoresis (1% agarose).

The varieties were genotyped by twelve SSR markers: the nine
proposed as common grapevine markers for international use within
the framework of the Grapegen06 European project (VVS2, VVMD5,
VVMD7, VVMD25, VVMD27, VVMD28, VVMD32, VIZAG62, VIZAG79),
plus VMC6E1, VMC6G1, and VMCNG4b9 (Vitis Microsatellite Consor-
tium). The SSR analyzes were performed following the protocol
detailed in Migliaro et al. (2013) for ten SSRs, while VVMD25 and
VVMD32 were separately amplified with the same PCR conditions.
PCR products (0.5 pl) were mixed with 9.35 ul of formamide and
0.15 1 of the GeneScan™ 500 LIZ Size Standard (Thermo Fisher Sci-
entific, Waltham, Massachusetts, USA). Capillary electrophoresis was
conducted in an ABI 3130xl Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scien-
tific, Waltham, Massachusetts, USA). Allele calling was performed
with GeneMapper 4.0 software (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA). Allele sizes were recorded in bp and genotypes
showing a single peak at a given locus were considered as homozy-
gous.

Identifications were performed by comparing the obtained SSR
profiles with the CREA Viticulture and Enology molecular database
which currently contains about 5000 unique profiles and is constantly
updated (partially published in the Italian Grapevine Catalogue,
http://catalogoviti.politicheagricole.it/), literature information, and the
Vitis International Variety Catalogue (VIVC, http://www.vivc.de).
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2.3. Statistics on SSR markers

Cervus 3.0 software (Kalinowski et al., 2007) and GenAlEx 6.5 soft-
ware (Peakall and Smouse, 2006) were used to determine the num-
ber of different alleles (No alleles), the effective number of alleles (Ne
alleles), observed (Ho), expected heterozygosity (He), polymorphic
information content (PIC), Hardy—Weinberg equilibrium (HW), prob-
ability of null alleles (F (null).

2.4. Sanitary tests

Detection of the most important grapevine viruses (grapevine
leafroll-associated virus 1, 2, 3, and 6, grapevine virus A and B, grape-
vine fanleaf virus, Arabis mosaic virus, grapevine fleck virus) was car-
ried out with ELISA test, using commercial kits (Bioreba AG —
Switzerland, and Agritest - Italy).

3. Results and discussion

Molecular analysis of 81 samples preserved in the collection of
M'zej Edchiche was performed (Table 2). Twelve SSR markers,
encompassing the nine simple sequence repeat markers recom-
mended by the European GrapeGen06 project, were used to examine
the genetic diversity of accessions. By comparing each SSR profile, an
initial indication of genetic identity was obtained based on, the Vitis
International Variety Catalogue (VIVC) (http: //www.vivc.de/, 15
August 2021), the CREA-Viticulture and Enology molecular database.
Moreover, it has been necessary to use information from the litera-
ture, historical records for accurate cultivar identification and the
support of the “Réseau Frangais des Conservatoires de Vigne”
(https://bioweb.supagro.inra.fr/collections_vigne/SearchS.php, 15
August 2021). To assist with determining the identities of accessions,
unique profiles, additional synonyms, duplication, and misnaming
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Table 2
List of 43 unique genetic profiles obtained at 12 SSR loci.
SSR Profile ID  Grapevine Variety VVS2 VVMD5 VVMD7 VVMD25 VVMD27 VVMD28 VVMD32 VIZAG62 VIZAG79 VMC6E1 VMC6G1 VMCNG4b9
1 RICHTER 110 137 143 234 268 231 257 241 267 189 205 223 237 238 255 195 213 242 258 129 133 177 183 160 172
2 PAULSEN 1103 137 147 236 236 233 257 241 254 203 207 245 255 236 261 195 213 250 262 129 133 177 179 160 163
3 RICHTER 99 137 149 236 236 231 261 241 251 191 207 223 239 236 261 195 209 250 262 129 133 177 177 160 166
4 CASTEL 196- 17 133 145 266 266 249 265 243 245 189 207 219 247 238 241 187 199 254 260 157 165 177 183 152 172
5 RUGGERI 140 137 143 246 268 231 257 241 267 189 205 237 245 236 253 195 213 242 258 129 133 177 177 160 172
6 COUDERC 3309 123 161 252 264 245 259 241 243 185 211 243 249 238 238 179 189 254 256 133 135 177 183 152 162
7 SO4 145 147 236 266 233 265 243 254 203 211 219 239 236 261 199 213 250 254 129 157 179 183 152 163
8 MILLARDET ET GRASSET41B 135 143 226 228 231 239 259 260 189 191 245 271 241 257 193 219 254 258 129 141 177 179 162 164
9 ADADI 133 145 226 236 243 243 243 259 179 194 247 249 257 273 187 187 246 248 137 169 177 187 158 172
10 MUSCAT DE BERKAIN 133 133 228 236 247 249 245 253 179 185 249 271 241 273 185 203 250 254 143 165 169 169 158 158
11 GHANEZ 133 137 234 236 233 251 259 259 183 194 247 251 263 273 199 203 250 256 143 151 187 191 158 166
12 BOGHNI 135 137 228 232 239 249 243 259 179 179 239 247 253 273 185 193 254 260 141 165 177 187 158 158
13 ITALIA 133 149 232 238 243 247 243 253 179 194 237 247 253 273 191 203 254 256 141 165 187 187 150 158
14 AIN EL COUMA 137 143 232 238 243 249 259 259 183 194 247 251 251 273 187 193 244 256 151 161 187 191 170 176
15 LEKHZINE 133 137 232 238 239 247 259 275 185 189 247 261 253 253 185 203 254 256 141 151 169 191 158 172
16 ALPHONSE LAVALLEE 133 135 226 238 249 255 243 259 185 185 247 247 253 273 185 203 238 250 141 165 187 193 158 176
17 ALVINA 133 145 234 238 249 253 243 243 185 194 247 247 251 253 185 187 250 258 141 143 193 193 138 158
18 BEZZOUL EL KHADEM 133 143 238 238 239 249 243 249 179 181 247 261 257 261 187 203 250 250 167 167 191 195 160 176
19 ANEB EL CADI 143 145 232 234 239 253 245 245 189 194 249 263 251 263 187 199 242 256 165 169 177 177 158 176
20 FARANA BLANC 143 145 228 240 239 243 245 259 179 194 251 261 251 271 18 187 250 256 141 169 177 187 172 176
21 TIZI OUININE 145 151 226 228 233 239 245 253 185 194 261 263 253 253 187 187 236 250 151 157 177 177 150 158
22 MUSCAT EL ADDA 133 133 226 228 247 251 245 253 179 185 271 271 263 265 191 203 250 254 141 143 169 177 150 158
23 AIN EL KELB 135 143 236 240 243 249 259 259 181 189 247 261 257 273 187 203 242 246 165 169 177 191 150 164
24 ABERKANE 137 137 236 240 233 253 259 259 183 194 239 263 253 263 195 199 256 258 143 165 177 191 166 170
25 FARANA NOIR 133 135 238 240 249 249 243 245 194 194 237 263 253 273 193 203 256 256 141 165 191 191 176 176
26 AMOKRANE 137 155 226 240 239 249 249 259 179 194 247 261 257 263 187 203 242 256 143 165 187 187 150 158
27 AHMAR DE MASCARA 135 147 232 238 239 249 259 271 183 194 251 257 253 257 191 203 246 256 165 169 179 193 150 150
28 BOUNI 137 149 226 246 239 249 253 259 185 194 237 247 273 273 187 203 250 256 141 169 187 195 138 160
29 DATTIER DE BEYROUTH 133 135 226 232 239 249 253 259 185 185 237 261 259 273 185 187 242 250 143 167 177 191 150 158
30 HALAWANI 145 151 232 240 239 251 243 253 194 194 251 261 251 257 191 203 250 256 167 169 169 177 158 166
31 DONA MARIA 135 149 226 228 239 251 253 259 185 194 237 271 259 265 187 203 246 250 143 167 169 177 158 158
32 OUL B'OUZGUEUR 137 143 238 240 249 253 245 259 183 194 261 263 253 263 199 203 256 258 141 165 187 191 158 166
33 CARDINAL 135 135 226 236 249 249 259 259 179 185 247 271 253 273 185 185 250 254 143 165 177 193 158 176
34 LOUALI 133 137 236 240 233 253 245 259 183 185 261 263 253 253 199 203 236 258 141 157 187 191 158 170
35 CHASSELAS 133 143 228 236 239 247 245 259 185 189 221 271 241 241 193 203 250 258 141 165 169 177 158 162
36 BOUABER DES AURES 133 143 232 232 233 249 243 249 191 194 247 261 251 273 203 203 246 246 141 143 169 193 150 160
37 MUSCAT DE HAMBOURG 135 149 232 238 247 249 253 259 179 185 239 247 273 273 185 191 238 254 141 161 169 187 158 158
38 SULIMA 133 145 226 234 247 253 243 253 179 194 221 255 251 257 187 203 254 258 137 143 193 193 158 158
39 MUSCAT DE FANDOUK 1 133 149 228 232 249 251 253 253 179 194 247 271 265 273 185 203 246 254 141 143 169 195 158 158
40 TOUSTAIN 133 133 226 236 239 263 245 245 179 185 237 247 253 257 193 195 242 258 143 165 177 197 158 168
41 CHRISTMAS ROSE 133 151 236 236 239 249 243 253 181 194 247 261 251 273 187 203 258 258 169 169 187 191 138 160
42 TADELITH 133 143 226 226 239 253 243 245 179 183 251 261 253 257 187 199 244 248 141 157 177 187 158 172
43 AHMAR MECHTRAS Il 143 149 226 232 243 253 249 249 181 194 247 261 257 275 187 187 258 258 141 153 169 177 138 164
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were also identified. Forty-three unique genotypes were found
(Table 2).

3.1. Identification analysis: synonyms, duplications, misnamed, and
unique genotypes

The SSR fingerprinting analysis allowed the validation of synony-
mies described in previous references such as Ahmar Mechtras Il and
Ahmar Mechtras Il (Bounab and Laiadi, 2019), that is one of the
endangered grape varieties today maintained in two germplasm col-
lections, M’zej Edchiche from Skikda and Teghennif from Mascara in
north-western Algeria; Bouaber des Aures and Kabyle Aldebert; Far-
ana Blanc and Farana de Mascara; Ahmar de Mascara and Ahmeur
Bou Ahmeur; Lekhzine, Ahchichene and Adari des Bibans (Laiadi
et al.,, 2009 and Zinelabidine et al., 2014). These last three genotypes
combined with the same profile SSR as Agourane, which is found in
the germplasm collection of the Mouloud Mammeri University, Tizi
Ouzou, stored at INRA germplasm collection of Vassal, France, and
considered to be of Algerian origin. Additional synonyms were dem-
onstrated for cultivars Ahmed draa el Mizen and Amellal that shared
the same genotype of Amokrane from the germplasm collection of
Mouloud Mammeri University.

The genetic profile of Ain el Couma showed a slightly different SSR
profile of Ain el Couma as previously stated by Laiadi et al. (2009). Ain
el Couma showed identical microsatellite profiles with Ain el Bouma
as previously mentioned by Riahi et al. (2010), proving to be syno-
nyms. In the current study, the findings of SSR analysis confirmed the
results that were described by Zinelabidine et al. (2014) utilizing
genotypic analysis (SNP); single-nucleotide polymorphism markers
in the same germplasm collection.

Using 20 SSRs, Lacombe et al. (2013), found that Ain el Bouma
resulted from a cross among ‘Olivette Blanche’ (France) and ‘Trebbiano
Toscano'. The cultivated variety is not directly from wild populations in
the same region but is more likely to correspond to imported vines
introduced many centuries ago or developed from crossbreeding
among them (Riahi et al., 2012) as there was two-way trading between
Europe and North Africa at that time (El Oualkadi et al., 2011).

In the present study, Lakhdari correspond with Oul b’Ouzgueur
analyzed by the previous authors (Riahi et al., 2010; El Oualkadi et al.,
2011), while Laiadi et al. (2009) found that the SSR profile of Lakhdari
showed identical microsatellite profiles to the traditional Italian vari-
ety Sangiovese (Crespan and Milani, 2001;Vouillamoz et al., 2007). In
this work, Toustain was found to have the same genotype as Sangio-
vese and confirms the results previously reported by Staraz et al.
(2007). This suggests that the propagation of trading activities
between Algeria and other countries, involved Italy.

The synonymies provided in old references were not validated, as
well as ones or exclusives from the preceding declarations were dis-
covered that after studying all the samples of the white variety Adadi,
they did not share the same SSR profile as Aberkane (black variety),
therefore they are not synonymous. However, during the investiga-
tion, we found an individual profile of Aberkane (inter-row) and this
may explain one of the causes of the different color of Adadi and
Aberkane berries previously proposed as somatic variants (Laiadi
et al., 2009). This dissimilarity is also found in the study described by
(Bounab and Laiadi, 2019) on the same cultivar utilizing Jaccard’s
similarity coefficient for every descriptor (108). Adadi showed identi-
cal microsatellite profiles to Abadi, a classical Algerian cultivar (Riahi
et al., 2010). Aberkane was found in the grapevine collection located
at the Experimental Station of Teghennif (Mascara) in north-western
Algeria with the same SSR profile. Abadi was cultivated in the germ-
plasm collection of the University Mouloud Mammeri, Tizi Ouzou,
and conserved at INRA germplasm collection of Vassal, France.

Amokrane is the most appreciated cultivar in Algeria. During the
French colonization of Algeria in the 1950s, Amokrane was collected
from different regions of Algeria and the Kabyle, the latter being kept
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under the accession ID 2030MtpMM and placed at INRA Domaine de
Vassal, Montpellier, at the same time. It was collected in France under
the name of Ain Amokrane and its existence is due to the ‘exchange
of riches’ at that time. According to Larnaud (1948), the first vine-
yards were planted in the French colony of Algeria around 1830.

In 2008, it was saved and included at INRA Domaine de Vassal,
Montpellier under the name of Amokrane Draa Mizen from the Tizi
Ouzou (additional information is available on the French Network of
Grapevine Repositories Database (https://bioweb.supagro.inra.fr/col
lections_vigne/SearchS.php, 15 August 2021), while Riahi et al.
(2010) and El Oualkadi et al. (2011) studied it in INRA Domaine de
Vassal. The only difference was the white berry color as mentioned
by Riahi et al. (2010), while black for El Oualkadi et al. (2011). After
confirming the origin of the source, it turns out that it is white, as
explained in the history of the variety. It has been shown that it does
not have the same SSR profile of Amokrane variety from the germ-
plasm collection (Laiadi et al., 2009). In this present work, all Amok-
rane accessions have been identified and all match Louali. This
explains the results reported by Laiadi et al. (2009) to be due to a
planting error of this variety in the germplasm collection; therefore,
itis not a synonym with Louali.

Thirty varieties presented genetic profiles similar to those already
registered under their particular names such as; Muscat de Berkain,
Muscat d’Alexandrie, Boghni, Italia, Alphonse Lavallée, Alvina, Bez-
zoul el Khadem, Valenci Blanc, Aneb el Cadi, Tizi Ouinine, Muscat el
Adda, Ain el Kelb, Bouni, Christmas Rose, Dattier de Beyrouth, Hala-
wani, Dona Maria, Cardinal, Chasselas, Muscat de Hambourg, Sulima,
Louali, Toustain, Millardet et Grasset41B, Richter 99, Couderc3309,
Richter 110, Paulsen 1103, SO4 and Ruggeri 140.

Mistakes in varietal identification are often the result of errors in
cultivation and are common in germplasm collections (Emanuelli
et al., 2013), possibly because of introducing a similar variety under
different names from different donors. The SSR profile of Farana Noir
was the same SSR profile as the Taferielt a Moroccan variety, as previ-
ously described by Zinelabidine et al. (2014) and Rahali et al. (2019).
Furthermore, this genotype is commonly grown in the Mediterra-
nean area under various names as 'Akhal Meguergueb’, a Tunisian
variety described to be mostly cultivated in Algeria and categorized
as an Algerian variety (Galet, 2000; Laiadi et al., 2009; Zinelabidine
et al,, 2014; Rahali et al,, 2019). However, the genotype of Farana
Noir did not match that of Farana Noir described by Laiadi et al.
(2009), which corresponds to Oul b’Ouzgueur analyzed by Riahi et al.
(2010) and EI Oualkadi et al. (2011). Although the previous studies
(Laiadi et al., 2009 and Zinelabidine et al., 2014) were carried out on
the same plant stored in the same collection, there is some mixing in
the cultivation of this variety as well, and this explains the difference
in their respective genotypes.

Several varieties preserved in the ‘Teghennif Mascara collection
in North-western Algeria were replicated and transferred to the
germplasm of Skikda, including Tadelith, Ghanez, and Sbaa Tolba, to
create another collection in the North-eastern Algerian area.

In the present study, the SSR profile of Ghanez corresponded to
Ohanes and was comparable to that obtained by Zinelabidine et al.
(2014) using an SNP and confirmed by Laiadi et al. (2019) for the exis-
tence of two genotypes for the same name, as homonymous. The last
genotype analyzed by Laiadi et al. (2009) was not found in this study
except for Ohanes that stayed in this row.

Microsatellite markers analysis of all Tadelith accessions revealed
that two different genotypes, the first and the original of this variety,
were identical to Laiadi et al. (2009), and had a molecular profile sim-
ilar to Cherchali preserved in the germplasm collection of Vassal
(France) obtained by later studies (Riahi et al., 2010) and this last one
is not Cherchelli with an E and double L, as mentioned by Laiadi et al.
(2009). The VIVC classifies both varieties as white and although their
genealogies are distinct, which is differentiated by SSR marker analy-
sis because of the distinguished genotype profiles; the second for
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Table 3

Statistics for the 12 SSR markers analyzed.
Locus LG N. of Obs NoAlleles NeAlleles Ho He HW F(Null)
VVS2 11 43 11 6 0,884 0,842 o 0,049
VVMD5 16 43 12 8 0,837 0,870 o 0,038
VVMD7 7 43 15 8 0,930 0,865 o -0,076
VVMD25 11 43 12 6 0,767 0,823 * 0,068
VVMD27 5 43 11 6 0,884 0,837 o —-0,055
VVMD28 3 43 15 8 0,930 0,872 * —-0,067
VVMD32 4 43 14 8 0,837 0,870 o 0,038
VIZAG62 7 43 12 6 0,884 0,840 o —-0,052
VIZAG79 5 43 12 7 0,884 0,860 NS —-0,028
VMC6E1 2 43 13 8 0,953 0,873 o —-0,092
VMC6G1 11 43 9 5 0,767 0,817 NS 0,060
VMCNG4b9 6 43 13 6 0,814 0,832 NS 0,022
Mean 12,42 6,82 0,864 0,850
Sum 149 81,80

LG = linkage group; No. ofobs = number of genotypes analyzed to calculate the statistics.

No alleles = number of different alleles; Ne alleles = effective number of alleles; Ho, He = observed and expected heterozygosity; HW = Hardy—Weinberg equilibrium: NS = not sig-

nificant; F (Null) = probability of null alleles.

Ohanes, as previously stated by Zinelabidine et al. (2014) under the
name Tadelith. Knowing that both have different colored grapes, thus
are considered different varieties (Zinelabidine et al., 2014), this con-
firms the existence of mixtures when planting this cultivar. The
accession Farana de Mascara has been revealed to be synonymous
with the cultivar Farana Blanc in previous studies by Laiadi et al.
(2009) and Zinelabidine et al. (2014). In this work, all SSR markers of
the last two profiles matched with Cherchelli, as previously stated by
Zinelabidine et al. (2014) using SNP analysis and confirmed by signifi-
cant morphological matching using a total of (108) descriptors (Bou-
nab and Laiadi, 2019), while the SSR profile of Cherchelli analyzed by
Laiadi et al. (2009) showed a slight difference at two alleles with
VVS2 and VVMD5.

The last three profiles have the same molecular profile as Sbaa
Tolba, which is confirmed by Zinelabidine et al. (2014) and the con-
vergent morphology (Bounab and Laiadi, 2019). This variety is differ-
ent respect to Sbaa Tolba which was analyzed by Laiadi et al. (2009),
which matches to Sulima: Vitis International Variety Catalogue
(VIVC) (http://www.vivc.de/), the CREA-Viticulture and Enology
molecular database and Morsi (Jiménez et al., 2019 and Gago et al.,
2022), indicate that as a case of mislabeling. While the original geno-
type of Sbaa Tolba probably still exists in the original collection in
‘Teghennif (mascara) (Laiadi et al., 2019), the latter has been shown
to be unrelated to the genotype maintained in ‘Mzej Edchiche’
(Skikda), indicating a case of mislabeling of Sbaa Tolba at the time of
introduction. Some mistakes occurred while obtaining these samples,
and the matching molecular profile was planted under multiple
names.

In this study, nine misnamed accessions were identified by ana-
lyzing genetic profiles obtained with information from the literature
and databases; they were Muscat de Fandouk2, Valenci Noir, Sulta-
nine, Muscat Noir, Torki, Tinesrine, El wali, Centennial and Corrin
Seedless.

This present study also included some rootstocks for their impor-
tance in the cultivation and protection of grape varieties. Two mis-
named accessions cases were identified by verifying the obtained
genetic profiles with information accessible in the literature and
databases; the SSR profile of Ruggeri 140 (clone 101) corresponded
to the accession Millardet et Grasset 41 B and the genotype profile of
“Riparia Gloire de Montpellier” corresponded to Castel196-17.

Accurate identification is fundamental to optimizing germplasm
conservation and utilization in current breeding programmes. It is
important to identify the existence of synonyms and misspellings to
avoid current breeding and propagation troubles (Schuck et al.,
2011). Environmental influences have a significant impact on mor-
phological characteristics, while SSR markers are very effective at the

plant level because they are possibly used to easily differentiate
between distinct varieties and for genetic diversity assessment. How-
ever, SSR markers are less effective at discriminating clones (Laucou
et al,, 2011). Results from molecular analysis must not replace ampe-
lographic observations but really need to include it in these observa-
tions primarily to identify somatic mutations (De Oliveira et al.,
2020).

3.2. Genetic diversity

Genetic diversity within the collection of 81 grape accessions was
assessed using 12 nuclear markers and their results are shown in
Table 3. The significant degree of genetic diversity of 81 cultivars is
affirmed by the high number (149) of different alleles at the 12 nSSRs
loci analyzed. The number of alleles per SSR locus ranged from 0.9 for
VMC6G1 to 15 for VVMD7 and VVMD28, with the mean of 12.42
alleles per locus and a mean number of effective alleles of 6.82
(Table 3). Expected heterozygosity ranged from 0.817 for VMC6G1 to
0.873 for VMC6E1 with mean expected heterozygosity (85%) which
was greater than that recorded for many other collections, such as
Anatolian with 71.2% (Yilmaz et al., 2020), Armenian with 78.9%
(Margaryan et al., 2021), Georgian with 80.7% (Maghradze et al.,
2010), and like Brazil with 85% (Schuck et al., 2009). The high hetero-
zygosity values may indicate that most varieties were originally
obtained through hybridization and then stabilized by clonal multi-
plication. The lowest observed heterozygosity 0.767 was detected at
the VVMD25 and VMC6G1 locus and the highest one was 0.953 at the
VMCG6E1 locus followed by VVMD7 and VVMD28 with 0.930, where
the average observed heterozygosity was (86.4%). Ho value was
higher than expected for 7 loci vs 5 loci. Indicating to the high genetic
variability in this population.

The values of observed heterozygosity are higher than those
found by some previous studies on grapevine germplasm, such as
69.3% in the middle of the Mediterranean Basin for 295 genotypes
(De Michele et al., 2019), 71.96% in the North African (Maghreb
region) for 181 genotypes (Riahi et al., 2012), higher than 74.2% in
Central Asia for 1378 genotypes (Riaz et al., 2018), 75% in Brazilian
for 410 genotypes (De Oliveira et al., 2020) and 83.1% in Southern
Umbria (Central Italy) for thirty-nine genotype profiles obtained at
13 SSR loci (Zombardo et al., 2021).

The frequency of the null allele F (null) was of particular interest,
as it was negative for 7 of the 12 SSRs. This parameter is valuable for
detecting some allele amplification problems when genotyping or
deleting a target sequence. In the present research, positive values
were found for the presence of null alleles F (null) with the VVMD5,
VVMD25, VVMD32, VMC6G1, and VMCNG4b9, which were recorded
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at lower levels of the observed than the expected heterozygosity
ones.

3.3. Sanitary status

During the investigation of the field for the presence of any
viruses, the most common symptoms observed on the vines included
a visual mosaic virus, chlorosis, vein clearing, leaf bubbling, leaf yel-
lowing, or reddening, leaf deformations, and leaf rolling. ELISA test
results show a rather high level of grapevine virus infection in the
grapevine germplasm collection and are covered in the supplemen-
tary material (Table S1).

South African Journal of Botany 153 (2023) 346—356

In the current research, 13 out of 42 plants (30.95%) were free
of all viruses explored, whereas 29 (69.05%) were infected. The
highest degree of infectious disease was related to the Grapevine
leafroll disease (GLRaV-3 and GVA) with 61.9% (26/42) of tested
grapevines resulting positive for the presence of the GLRaV-3
virus. These results support the evidence that GLRaV-3 virus is
more prevalent in the Mediterranean (Ahmed et al., 2004; Caba-
leiro and Segura, 2006; Mahfoudhi et al., 2009), whereas GVA,
among the viruses related to the rugose wood complex structure,
as seen in Kober stem grooving, was revealed in 21 out of 42
(50%) of tested grapevines. GLRaV-2 was found in only 3 out of
42 (7.14%) grapevines and the incidence of the Ampelovirus
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Fig. 2. Dendrogram illustrating genetic similarities of 35 genotypes using 12 SSR markers.



S. Khouni, Z. Laiadi, N. Bertazzon et al.

GLRaV-1 was significantly lower as out of 42 tested grapevines,
only 2 (4.76%) were positive. However, infection with GFLV was
also found on 13 cases (30.95%). Interestingly, the ELISA analysis
did not reveal any of the GFKV, Nepoviruses ArMV, GLRaV-6, or
the Vitis virus GVB infection in non-selected material. Principal
means of diffusion of GLRaV-3 in various Mediterranean nations
is through contaminated plant material, with multiple vector
insects of the Pseudococcidae and Coccidia families which are
quite widespread (Cabaleiro and Segura, 1997; Kriger et al.,
2006; Douglas and Kriiger, 2008; Almeida et al., 2013; Deli¢ et al.,
2016) and one of the most common causal agents of leafroll dis-
ease. On the other hand, the low prevalence of plants infected
with GLRaV-2 might be explained by the absence of an insect
vector for this virus, which solely spreads through plant material
(Meng et al., 2005) despite some data pointing to the virus’s ori-
gin in the United States (Angelini et al., 2017). Multiple viral
infections involving two or more viruses were also frequent;
GLRaV-3 and GVA were combined the most frequently in 47.6% of
all the vineyards evaluated. Also, 23.8% of plants were infected
with three viruses, or even five viruses, as was the case with
Aneb el Cadi. Since the samples for analysis were collected from
vineyards over 31 years old (1990), the possible reasons for the
high incidence of the virus are the traditional way of vine estab-
lishment at that time, by grafting in situ, without hygienic/sterile
environmental control of mother vines, presence of virus vectors
and lack of systematic surveillance for viruses and related dis-
eases.

The investigation also included some rare and endangered varie-
ties. The Algerian gene pool is relatively unexplored, and misidentifi-
cation problems are common. Local varieties threatened with
extinction identified in our study were represented with only a few
vines remaining, among 42 samples tested, 29 were infected. Due to
a limited number of accessible vines, it is impossible to conclude their
overall sanitary status. However, they should be transferred to the
germplasm collection vineyard for biodiversity conservation and pos-
sibly for breeding (Poljuha et al., 2010). According to Selmi et al.
(2017), local cultivars in Tunisia had a prevalence of 35% infected
vines, compared to a significantly lower incidence (16.6%) in Egypt
(Fattouh et al., 2014 and Rahali et al., 2019). The populations of
autochthonous vines that have been propagated for a long time in a
small closed circle have shown a high incidence of certain viruses
which need a specific national sanitary control program that takes
biodiversity preservation into account.

3.4. Genetic similarity and relationships among Mediterranean cultivars

The dendrogram of genetic similarities is shown in Fig. 2. Four
groups were obtained. Three cultivars were grouped in cluster A,
Bouaber des Aures, Alvina and Sulima; the latter two varieties
derived from Sultanina, which explains the close genetic relationship
between them. The second group (B) encompassed 14 genotypes
including varieties cultivated all over the Mediterranean region, pre-
dominantly Algerian varieties such as Aberkane, Ahmar de Mascara,
Louali, Ain el Couma, Oul b’Ouzgueur. Louali due to a cross among
Chikki and Oul b’Ouzgueur which corresponds to Lakhdari and which
explains their close genetic relationship (Riahi et al., 2010). Lekhzine,
Farana Noir which corresponds to Taferielt a Moroccan variety. Fur-
thermore, this genotype is widely cultivated under the name of Akhal
Meguergueba, a Tunisian variety, Bezzoul el Khadem, and Amokrane.
Algerian cultivars have been reported in many cases to be similar to
those found in other countries in the region, such as Tunisia and
Morocco. Ghanez correspond to Ohanes, Bouni to Dominga and Ain el
Kelb to Beba; the last match suggests the Spanish origin of this culti-
var, together with recognized introduced cultivars, such as Italia
from Italy and Christmas Rose from America. The third large clear
group (C) that included closely linked cultivars was the muscats.
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Muscat el Adda, Muscat de Berkain, Muscat de Fandouk 1, and Muscat
Hamburg most probably correspond to Moscato Nero, Muscat fleur
d’oranger, Muscat of Alexandria, and Muscat Hamburg, respectively.
Black berries of Muscat el Adda will be synonymous with Moscato
Nero, (Crespan and Milani, 2001), which, together with Muscat Ham-
burg, is derived from Muscat of Alexandria. Close genetic relations
between these three Muscat cultivars have already been observed
(Crespan and Milani, 2001 and Crespan, 2003). Muscat fleur d’or-
anger (Muscat de Berkain) was likely derived from a cross between
Muscat a petits grains blancs and Chasselas, as previously confirmed
by Schneider et al. (2008). Boghni might be linked with the Bogni Ital-
ian cultivar and Farana Blanc corresponds to Planta Fina from Spain,
among those varieties cultivated in both the eastern and western
Mediterranean regions.

The fourth group (D) encompassed four accessions Aneb el Cadi,
Tizi Ouinine, and Ahmar Mechtras II which correspond to Fraoula
Aspri from Greece, and Halawani from Turkey. The association of cul-
tivars is most likely owing to the historical movement of germplasm
between these countries.

4. Conclusion

The results of this research have revealed that there are some syn-
onymies as well as some differences with the published collection
database; these mistakes should be corrected in the next future. This
research has also revealed a different molecular profile of the varie-
ties with the same name in the collection, indicating cases of mislab-
eling. These findings can be utilized to effectively plan modern
breeding activities, whether through traditional hybridization or
other technological innovations for breeding. The data and informa-
tion provided will help to improve the management of grapevine
germplasms by reducing the number of accessions and guaranteeing
the authenticity of the plant material for duplication, providing
molecular data derived from a vast variety of genetic materials that
can help to enrich the current information in the databases and con-
servation in the collection as well as in assisting with lessening germ-
plasm maintenance expenses without the potential for loss of
important genetic resources. This investigation revealed a high num-
ber of infected vines, highlighting the need for large-scale control of
environmental cleanliness/disease control.

Concerning the need to create an effective virus control strategy;
it is required to carry out more in-depth investigations, including
virus vector monitoring. Also, the impact of a virus on the health of
the grape, the yield, and the quality under our conditions remains to
be determined. A high incidence of viral diseases observed underlines
the need for a national sanitary control program that takes biodiver-
sity preservation into account.
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