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La bioencapsulation est une méthode de conservation
couramment utilisée pour conserver les aliments, les
molécules ou encore des échantillons liés a la méde-
cine (éléments prophylactiques) ou a I'agronomie (en-
robage de graines) (Chang 2012).

Microbille de vigne.

Les molécules, les matiéres organiques ou inorga-
nigques sont enrobées dans une substance qui permet
une prolongation de la conservation, sans détériora-
tion. La dimension des échantillons encapsulés peut
varier de quelques nanometres de diamétre a des ob-
jets de grande taille. Par exemple, des protéines
peuvent étre enrobées dans divers polymeéres (forma-
tion de particules sphériques nanométriques) afin de
les conserver tout en empéchant leur dégradation. En
plus, la bioencapsulation permet de mieux protéger les
échantillons en empéchant par exemple la proliféra-
tion de microorganismes. Ces dernieres années, des
techniques ont été développées en particulier dans la
production de semences artificielles enrobées notam-
ment dans des matrices de polysaccharides (Murano
2000). Ces matrices renferment des fragments de
plantes bioencapsulés, ou micro-encapsulés, afin de
pouvoir disposer de semences saines, de qualité, en
vue d'une large distribution ou pour conserver des gé-
notypes agronomiquement importants. Ces semences

artificielles ont été mises au point pour plusieurs es-
péces végétales cultivées, telles que les coniféres (Attre
etal. 1994), les plantes maraichéres (Ghosh et Sen 1994),
fruitiéres (Pattnaik et Chand 2000), ornementales (Ja-
neiro et al. 1997), aromatiques (Sharma et al. 1994) et la
pomme de terre (Lé et al. 2002; 2003). Dans la plupart
des cas, on utilise des embryons somatiques pour la
production de ces semences. Toutefois, |'utilisation des
bourgeons axillaires ou d’autres parties végétatives
peut étre tres intéressante pour la diffusion en masse
et la conservation stable de diverses plantes. Dans le
travail présenté ici, une étude a été entreprise pour
évaluer la réalisation de semences artificielles de vigne
par micro-encapsulation de bourgeons axillaires. Cette
technique devrait permettre la conservation in vitro a
long terme de matériel végétal de haute qualité. Ce
procédé réalisable tout au long de I'année réduit de
facon considérable les opérations conventionnelles de
repiquage d’'une collection in vitro.

Figure 1 | Vignes en culture in vitro issues du conservatoire
d’'Agroscope.
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Description du procédé

A cette fin, les trois premiers bourgeons axillaires de-
puis I'apex ont été prélevés stérilement a partir de mi-
cro-plantes de différents cépages (Divico, Diolinoir,
Rouge de Diolly) issus du conservatoire in vitro
d'Agroscope (fig.1). Les bourgeons prélevés ont été
immergés dans une solution nutritive de base selon
Murashige et Skoog (1962) contenant 3% d’alginate,
puis l'opération a été répétée dans une solution de
chlorure de calcium a 100mM, ce qui permet la forma-
tion de microbilles sphériques. Une deuxiéme couche
d'alginate a été ajoutée selon le méme procédé, des
résultats précédemment obtenus sur pomme de terre
par Agroscope ayant en effet montré que I'utilisation
de plusieurs couches d'alginate permettait d’améliorer
la survie des microbilles (Lé et al. 2003). Ces microbilles
ont été placées dans des boites de Pétri et maintenues
en chambre froide (4°C) sous lumiére alternée (8h lu-
miére/14h nuit) durant la période de conservation.
L'humidité relative a été maintenue a plus de 55 %.
Toutes les étapes de production des microbilles sont il-
lustrées dans la figure 2. Afin d'évaluer le taux de sur-
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Figure 2 | Etapes de production des microbilles de vigne.

A-B. Récolte des bourgeons axillaires. C a E. Enrobage progressif
des bourgeons axillaires. F. Rincage et récolte des microbilles.
G. Microbilles.

vie et I'effet de I'enrobage et du stockage a froid sur le
potentiel de reprise et de croissance végétative des
bourgeons, les microbilles ont été prélevées réguliére-
ment (tous les mois durant six mois), incluant un temps
zéro sans stockage a 4°C. Apres sortie du froid, les mi-
crobilles ont été mises en culture a la surface d’'un mi-
lieu liquide stérile (GPDT1) contenant des sels miné-
raux, du fer, des sucres et des vitamines jusqu’au déve-
loppement des racines. Le taux de reprise a été quanti-
fié, puis les microplantes ainsi développées ont été
transplantées dans des mélanges terre de vigne:perlite,
en différentes proportions (respectivement 0:100,
25:75, 50:50, 75:25 et 100:0) afin d‘'évaluer leur crois-
sance sur différents substrats. Les vignes ainsi trans-
plantées ont été acclimatées durant dix jours a I’humi-
dité puis placées en serre sans autre traitement.

Résultats de l'essai

Les résultats ont montré que le niveau d’insertion des
bourgeons axillaires était déterminant pour obtenir un
taux de reprise optimal: en effet, seuls les bourgeons
de I'apex permettent un taux de reprise supérieur a
80 % sur des microbilles non stockées. En paralléle, le
maintien au froid durant un peu plus de six mois a tres
peu altéré le taux de reviviscence. Les microbilles stoc-
kées durant neuf mois manifestent toutefois un taux
de reprise plus faible, d’environ 60 %. Le transfert des
microbilles aux conditions de culture conventionnelles
exige une étape de reviviscence en immersion partielle
sur un milieu nutritif. La transplantation directe des
microbilles sur la terre et/ou la perlite n'a pas été pos-
sible. En revanche, aprés |I'étape de reviviscence, les
micro-plantes peuvent étre indifféremment transplan-
tées sur de la terre ou I'un des mélanges proportion-
nels de terre de vigne-perlite, puis acclimatées (fig. 3).
Ces plantes suivent un développement tout a fait nor-
mal, permettant I'obtention de bois utilisable pour le
greffage apres deux ans.

Discussion et conclusions

Afin de garantir la haute qualité du matériel végétal, de
pouvoir le conserver des mois de facon stable dans un
espace réduit avec un minimum de manipulations et de
pouvoir le diffuser rapidement et aisément, une mé-
thode de bioencapsulation de micro-boutures de vigne
a été testée. Des optimisations techniques sont en cours
pour les conditions d’enrobage spécifiques a la vigne.
L'utilisation par exemple de charbon actif, de chélateurs
ou d'adsorbants tels que le polyvinylpyrolidone durant
les étapes d’enrobage devrait permettre d’améliorer le
taux dereprise along terme, en mobilisant et en détoxi-
fiant les exsudats phénoliques de la vigne. En effet, la
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Figure 3 | Reviviscence de la vigne aprés stockage en microbille
a4°C. A. Stade de reviviscence de la vigne aprés culture sur milieu
nutritif liquide. B. Acclimatation des microplantes de vigne sur des
mélanges de terre de vigne et de perlite en différentes proportions.

vigne synthétise de nombreux métabolites phénoliques
oxydables pouvant mener a terme a une auto-phyto-
toxicité pour la plantule, méme en stockage au froid. De
méme, le matériel d’enrobage pourrait étre amélioré
en ajoutant une surcouche de membrane de chitosan
afin d’optimiser le temps de désintégration progressive
de l'alginate (Sobol et al. 2013). A terme, |'utilisation de
microbilles pour le maintien en conservatoire et un se-
vrage en serre pour une diffusion rapide de vignes
saines sont les objectifs que nous nous proposons d‘at-
teindre, tout en travaillant parallelement sur I'étude de
la stabilité génétique du matériel végétal. La méme
démarche expérimentale est en cours pour les an-
ciennes variétés de fraises conservées a Agroscope. =
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