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Introduction Générale

INTRODUCTION

Le cypres de tassili Cupressus dupreziana A.CAMUS est un résineux, appartenant a la
famille des cupressaceae espéce originaire des régions endémiques du Tassili N’Ajjer.
Actuellement ce résineux est en danger d’extinction, class¢é par I'UILC.N (Union
internationale de la conservation de la nature) parmi les 12 espéces les plus menacées
d’extinction. En effet, cette espeéce résineuse, trés résistante a la sécheresse connait un
dépérissement des plus rapides, on trouve 233 individus dans son aire d’origine (Abdoun,
1999). Ce conifére, considéré comme patrimoine national, refléte [’histoire de 1’évolution
des écosysteémes et du climat en région méditerranéenne en général et au Sahara central dans
I’extréme sud Algérien en particulier.

Les scientifiques se sont rendu compte de 1’érosion que subit cette espece et des problémes
qu’elle rencontre dans son aire d’origine, essentiellement di a 1’action anthropique, au
dysfonctionnement de son systéme reproducteur et au nombre trés réduit de graines viables
récoltées sur place (Lavauden 1926, Sayoud 1990, Pichot 2000, Abdoun et Dalichaouche 2001).
En conséquence, ils ont opté pour la plantation ex-situ pour pallier a sa disparition et pour
pouvoir I’étudier sans porter préjudice aux individus restants.

Pour faire face a ces différentes contraintes d’ordre anthropique et génique, la mise au point
d’une technique moderne de production de plants s’avere une nécessité inéluctable pour le
développement de la culture du cypres de tassili. Les stratégies de sa propagation se sont donc
orientées vers la technique de culture in-vitro des segments nodaux (microboutures), suite aux
problémes rencontrés dans notre laboratoire, en ce qui concerne la phase juvénile (embryons

1solés) (Sayoud, 1990).

Outre la culture in-vitro, la mycorhization représente une alternative pour essayer de

solutionner les problémes auxquels est confronté le Cupressus dupreziana A.CAMUS.

En effet I’étude des mycorhizes du cypres de tassili n’a jamais été abordée jusqu'a nos jours.
Contrairement a celles effectuées sur deux autres espeéces de cypres, les Cupressus
sempervirens (Chaffi, 1992) et atlantica (Duponnois et al. 2002, Ouahmane et al. 2007),
chez lesquelles il a ét¢ mis en évidence de fagon définitive la présence de mycorhizes

arbusculaires (MA) et la dépendance de ces especes a ce type de symbiose.

Ainsi, nous nous sommes proposés dans un premier temps de vérifier le systéme racinaire des
arbres des arboreta de deux stations d’étude celles de I’INRF de Baraki et de I’INRF de

Bainem et de plantules de la pépiniére de cette derniére station.
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Depuis le début des années 90, des travaux ont été effectués pour essayer de maitriser la
multiplication in vitro du cypreés de tassili (Dallichaouche 1982 ; Sayoud 1990 ; Lebtahi
2009 ; Ioussaidene et Ouchéne 2009....).

La culture in vitro se heurte a plusieurs problémes liés principalement : a 1’établissement des
cultures aseptiques et donc contaminations microbiologiques, nécrose des bourgeons
(Abousalim et Mantell, 1994) et surtout obtention de la rhizogénése et I’acclimatation des
vitroplants (Chatibi 1999). Les faibles taux d’enracinement in vitro ainsi que 1’aspect
qualitatif des racines adventives produites, souvent non fonctionnelles, rendent difficiles

I’acclimatation et la reprise des vitro plants lors du passage en serre.

Compte tenu des problémes et difficultés sus évoquées, nous avons abordé ce travail avec
pour objectif principal I’établissement d’un protocole de micropropagation appropri¢ pour la
production de plants de qualité de cette espece d’une part et identifier d’autre part le ou les
type(s) de mycorhizes présente (es) dans son systeéme racinaire. Ceci aurait comme intérét
plus tard leur application dans une meilleure reprise des vitro plants non seulement au cours
de leur acclimatation mais aussi au cours de leur transplantation dans la nature. Pour cela une
é¢tude morpho-anatomique est réalis¢ en vue de caractériser les différents partenaires
fongiques impliqués. Par ailleurs une tentative d’isolement de propagules présentes dans la

mycorhizosphére de cette espéce est effectuée.
Cette these est donc constituée de 2 parties :

- Une partie concernant la recherche de conditions adéquates pour la micropropagation
du cyprés du tassili afin d’obtenir a partir de bourgeons végétatifs des plants
conformes a la plante mere. Ceci a cause des problémes liés a la variabilit¢ des
plantules issues des graines.

- La deuxiéme partie concerne l’identification du ou des type(s) de mycorhize (s)
vivant en symbiose avec le cypres de tassili d’une part et tentative d’isolement des

especes fongiques impliquées d’autre part.
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4- LES MYCORHIZES
4.1-Définition

Le terme mycorhize d’origine grecque signifie champignon-racine (mukés =champignons,
rhiza=racine). Ainsi une mycorhize est une association entre la racine d’une plante et un
champignon filamenteux. C’est donc 1’ensemble qui constitue la mycorhize (Harley et Smith
1983).
Cette association mutualiste joue un role prépondérant dans le fonctionnement des
écosystemes végétaux. Elle est caractérisée par un échange bidirectionnel généralement
bénéfique tant pour la plante photosynthétique que pour le champignon (Jakobsen, 1995).
D’une part, la mycorhize satisfait les besoins du partenaire fongique en composés carbonés
synthétisés par la plante hote photosynthétique et d’autre part, elle permet a la plante hote de
bénéficier d’'une meilleure nutrition minérale grace au réseau d’hyphes extra-radiculaires
constituant la phase extra matricielle qui s’étend bien au-dela de la zone du sol explorée par
les racines, (Smith et Read, 1997).
Il existe plusieurs formes d’associations mycorhiziennes distinctes selon les structures
formées par les espéces fongiques impliquées. On distingue sur cette base: les
ectomycorhizes, les mycorhizes arbusculaires, les mycorhizes orchidoides, les mycorhizes
¢éricoides, les mycorhizes monotropoides, les ectendomycorhizes et les mycorhizes
arbutoides.
4.1.1-Les ectomycohrizes :

Ce type de mycorhize concerne 13 a 15% des plantes vasculaires et se rencontre chez une
grande majorité des Gymnospermes et un grand nombre d’Angiospermes, Dicotylédones
principalement chez les especes ligneuses forestiéres. Les partenaires fongiques sont des
champignons supérieurs généralement macroscopiques Ascomycetes et surtout
Basidiomycetes (Harley and Smith, 1983; Smith and Read, 1997; Fortin ef al., 2008).

Les ectomycorhizes sont formées par trois composants essentiels: a) La gaine ou
manteau fongique qui entoure les radicelles en modifiant leur morphologie, ainsi les poils
absorbants sont inexistants (Fig.7: A,B), (b) Les hyphes entre les espaces des cellules
subéreuses et des cellules périphériques du parenchyme cortical constituant le réseau de
Hartig (Fig.7 : A), (¢) un réseau d’hyphes extraradiculaires se développe a partir du manteau
fongique dans la rhizosphére de fagon trés importante appelé réseau extramatriciel (Fig7 :
C.D) (Mosse 1973 ; Smith and Read, 2000). Dans le réseau mycélien 1’espéce fongique

impliquée forme parfois des cordons mycéliens constitués d’hyphes accolés les uns aux

15
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autres constituants des rhizomorphes associés ou non a des sclérotes, structure résultant de
I’organisation d’hyphes mycéliens en pseudotissu (Fig.7 : F) (Peterson et al/, 2004). Ce
réseau extramatriciel constitue une partie importante du systéme mycorhizien car il permet
une exploration treés étendue du sol et par la méme occasion augmente la surface d’échange

du systéme racinaire (Nicolson 1959 et Mosse 1981).

Figure 7:  A)- Coupe transversale d’une ectomycorhize du sapin

baumier coloré au bleu de trypan par la technique de Philips et
Hayman, 1970: le = manteau a DPextérieur (M) et le réseau de
Harting (fleches).
B)- ectomycorhize dichotomique du pin. C)- ectomycorhize simple
noir formée par le Cenococcum geophilum (Fortin et al., 2008). D)
réseau extramatricielle (Read, 1984).E) formation d’un sclérote (téte
de fléche) dans le rhizomorphe (Peterson et al., 2004)

4.1.2- Les ectendomycorhizes :

Une ectendomycorhize présente a la fois les caractéres structurales des ectomycorhizes et
des endomycorhizes. Cependant elles présentent une morphologie semblable a une
ectomycorhize simple (Fig.8 : A) ou dichotomique. En effet il y’ a présence du manteau
fongique relativement mince, du réseau de Harting et une formation de pelotons d’hyphes
intracellulaires (Fig.8: B) Ce type de mycorhize a ¢été observé principalement dans deux
genres de la famille des pinacées Pinus et larix (Peterson et al., 2004). Cependant Founoune
(2001) les a également observés chez d’autres genres tels que Casuarina, Eucalyptus,

Populus, Quercus et Acacia (principalement d’origine australienne),
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Les champignons qui forment ce type de mycorhize sont pour certains, classés dans les
ordres des Pezizales (Wilcoxina, Sphaerosporella) et des Leotiales (Phialophora, Chloriduim)
de la classe des Ascomycetes. D’autres  sont regroupés dans un groupe nommé E-strain dont
on ne connait pas les stades sexués (Peterson et al. 2004), raison pour laquelle certains les
classent parmi les Deutéromycétes. (Fortin et al., 2008).

La plupart de ces espéces fongiques forment des ectomycorhizes, avec un certain nombre
d’espéces de coniferes et d’Angiospermes dicotylédones (Scales et Peterson, 1991a; Yu et
al., 2001). La phase extramatricielle est moins développée que celle des ectomycorhizes dans

la mycorhizosphere ((Peterson et al., 2004).

Figure 8 : A)- une ectendomycorhize formée par racine de Larix sp et le
champignon E-strain. B)- Coupe transversale dans une ectomycorhize
de Pinus sp. Observée au microscope fluorescent. Le manteau (m),
réseau de Hartig, peletons d’hyphes intramatricielle (t€te de fléche)
(Peterson et al., 2004).

4.1.3-Les mycorhizes arbusculaires:

Les mycorhizes arbusculaires (MA), sont appelées anciennement endomycorhizes a
vésicules et arbuscules. C’est une association symbiotique ubiquiste, rencontrée de 1’arctique
aux tropiques et donc plus répandue dans le régne végétale. Elles sont présentent aussi bien
dans le milieu naturel que chez les plantes cultivées, agricoles, horticoles ou forestiéres. On
les rencontre méme chez les plantes Cryptogames : Bryophytes et Ptéridophytes
(Gerdemann, 1968; Harley et Harley, 1987 ; Fortin et al, 2008). Contrairement aux
ectomycorhizes et ectendomycorhizes, les champignons impliqués ne provoquent pas de
changement morphologique évident au niveau de la mycorhize. Cependant cette symbiose
provoque un changement globale sur tout le systéme racinaire (Berta ef al., 1990 ; Hooker et
al., 1992 ; Berta et al., 1995 ; Faidi, 1999).

La taxonomie des champignons mycorhizogénes a arbuscules (CMA) ne reposait que
sur la base de la description morphologique des spores et des sporocarpes permettant de les

classer dans les Zygomycetes, dans 1’ordre des endogonales, Famille des endogonacées
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(Nicolsons et Gerdemann, 1968 ; Gerdemann et Trappe, 1974, Trappe et Gerdemann, 1979 ;
Walker et Sanders, 1986 , Morton et Benny 1990 ; Koide et Mosse , 2004) Cependant, Une
analyse phylogénétique beaucoup plus récente basée sur les séquences nucléotidiques du gene
de ’ARN 18S de la petite sous unité ribosomal a permis de retirer le groupe des CMA du
phylum polyphylétique Zygomycota et de les classer dans le phylum des Glomeromycota
(Schiissler et al., 2001b).Ainsi ils sont classés dans la classe des Glomeromycétes
subdivisée en quatre ordres : Archeosporales, Diversisporales, Glomerales et Paraglomerales
(Schiissler et al., 2001a) (Fig.9), dont huit familles et treize genres. Le nombre exact
d'espéces identifiées et classées dans le phylum n'est pas connu. (Rosendahl & Matzen,
2008). Cette classification est cependant actuellement contestée et il semblerait que les CMA
appartiennent bien au groupe paraphylétique des Zygomycota (Lang & Hijri, 2009; Lee &
Young, 2009).

Figure 9 : Proposition du schéma général de la taxonomie des CMA classés dans le phylum
des Glomeromycota, basée sur les séquences nucléotidiques du geéne de la sous-unité

ribosomale. Les 4 ordres de ce phylum sont montrés (Schubler et al., 2001).

Une MA est formée par trois composants essentiels : des structures fongiques inter et intra
cellulaires dans le cortex racinaires et le mycélium extraracinaire constituant la phase
extramatricielle, quise développe de facon trés importante dans le sol. (Fig.10 : A)(Smith et

Read, 1997).
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Le terme « arbusculaire» référe a une structure microscopique formée d’un tronc et de
nombreuses branches ramifiées dichotomiquement caractéristiques de ce type de mycorhize
nommeée arbuscule (Fig.10: B). Dans les premiéres assises cellulaires du cortex racinaire, des
especes de CMA forment des enroulements d’hyphes qui occupent tout le volume cellulaire
(Fig.10 : C). D’autres CMA forment en plus des vésicules inter et intracellulaires. Ces
dernieres sont formées a I’extérieur des racines dans la mycorhizosphére par quelques autres
especes (comme. les espéces de Gigaspora) et sont alors appelées vésicules auxiliaires.
Toutes les structures intracellulaires formées par les CMA sont entourées par la membrane
plasmique de la cellule hote qui augmente de fagon trés importante sa surface, en
s’invaginant, constituant un la membrane périarbusculaire (Bonfante et Perotto, 1995).

A partir de la mycorhize la phase extramaticielle s’étend en un important réseau mycélien,
envahissant le sol, dans toutes les directions pouvant atteindre, des kilométres de longueur

(Fortin et al, 2008).c’est a ce niveau que se forme pour beaucoup d’especes des spores.
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Figure 10: A) - Représentation schématique d’une MA (Fortin et al., 2008).
B) - Structure détaillée d’un arbuscule formé dans une racine de poireau (A//uim
porrum) (Brundrett et al., 1984). C)- formation d’enroulement d’hyphe dans les
cellules corticales de la racine de Panax quinquefoluis. (Brundrett et al., 1996)

Les mycorhizes a arbuscules développent deux types morphologiques de colonisation décrits
pour la premiére fois par Gallaud en 1905 qu’il nomma type Arum et type Paris. Cependant
elles sont abandonnées et considérées beaucoup plus tard par Brundrett et Kendrick, 1988 et
Smith et Smith 1997 et généralisées plus récemment par d’autres auteurs Dickson 2004
Mayumi et al., 2004 ...

Le type de la colonisation Arum est défini par un développement d’hyphes, dans 1’espace

intercellulaire du cortex racinaire a partir duquel il y a formation dans les cellules corticales
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d’arbuscule comme structure terminale (Fig.11 : A), que nous nommons Arum A comme on
peut avoir aussi formation d’une paire d’arbuscules dans deux cellules adjacentes (Fig.11 :
B), que nous nommons Arum B.

Alors que le type morphologique colonisation Paris est défini par 1’absence d’hyphe
dans les espaces intercellulaires et une extension dans les cellules corticales avec formation
d’enroulement d’hyphes et d’arbuscules en méme temps (Fig.11: C). Il est également
possible d’avoir dans une méme racine les deux types Arum et Paris. Dans ce cas il y a
formation d’enroulement d’hyphes et d’arbuscules en méme temps dans certaines cellules et

des arbuscules des cellules adjacentes (Fig. 11 D), il s’agit alors de type mixte.

Figure 11 :(A)- type Arum A : hyphe intercellulaire et arbuscule ; (B)-type
Arum B : formation d’une paire d’arbuscules dans deux cellules
adjacentes. (C)- type Paris: formation d’enroulement d’hyphe et
d’arbuscules intracellulaire ; (D)- type mixte Arum et Paris (Dickson,
2004).

Les chercheurs ont d’abord pensé que le type morphologique est li¢é en grande partie a
I’espéce végétale (Brundrett Kendrick, 1988). Cependant, 1’é¢tude de Smith et Smith en 1997
a montré que le type morphologique dépend aussi de I’espece fongique. D’autres études ont
confirmées que pour une espeéce végétale donnée, différents types de colonisation sont
observées suite a I’inoculation par différentes espeéces de CMA (Abbott, 1982 ; Cavagnaro et

al., 2001; Sanmazarro et al., 2004).

4.1.3.1- Cycle de développement du CMA et formation de la mycorhize :

- Germination de la spore :
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Les conditions physiques, chimiques et microbiologiques adéquates pour stimuler une
spore en dormance et provoquer sa germination sont variables. Dans la nature, des
interactions complexes entre plusieurs facteurs tels que le pH du sol, la température,
I’humidité, les éléments nutritifs organiques et minéraux des racines, leurs exsudats et leur
composition microbienne peuvent déclencher la germination de la spore.

Les exsudats racinaires et les composés volatiles tel que le CO, provenant de la respiration
racinaire, peuvent déclencher la germination des spores et le début de croissance du tube
germinatif. Dans certains cas les exsudats racinaires déclenchent également une croissance et
un développement rapide des hyphes mycéliens qui ne peuvent se réaliser que lorsque la
plante hote n’est pas loin (Krishna, 2005 in Zeramdini 2008). Si aprés sa croissance le tube
germinatif ne rencontre pas une racine compatible, sa croissance s’arréte et le filament
dégénere (Duhoux et Nicole, 2004).

- Formation de ’appressorium:
Le développement de la symbiose commence au moment ou I’hyphe contacte la racine de la
plante hote. Le contact est suivi d’une adhésion puis de la formation d’un appressorium a
partir duquel se développera la phase intraracinaire du champignon (Smith and Read, 2008).
Cette pénétration se fait par pression mécanique mais aussi par production d’enzymes
hydrolytiques qui dégradent la paroi cellulaire de I’hdte (Gollotte et al., in Martin). Entre le
premier rattachement de I’hyphe sur la racine et la pénétration intercellulaire, il s’écoule
généralement trois jours (Bécard et Fortin, 1988).
- Développement intraracinaire :
Une fois que le champignon pénétre dans la racine, soit par les cellules rhizodermiques
directement ou par les poils absorbants ou les cellules subeérifiées, 1’hyphe colonise
immédiatement les espaces intra- et intercellulaire du cortex externe.
Le développement intracellulaire du champignon est caractérisé par une production
d’arbuscules (Krishna, 2005). Les arbuscules sont produits progressivement dans les assises
cellulaires corticales les plus internes, ils constituent ainsi une trés grande surface de contact
ou les deux partenaires sont trés proches (Duhoux et Nicole, 2004). L’hyphe ne pénétre pas
directement dans le protoplasme, puisque il est entouré comme toutes les structures fongiques
intracellulaires par la membrane périarbusculaire. Au bout de deux jours I’arbuscule est bien
développé dans le compartiment apoplastique de la cellule corticale (Smith and Read, 2008).
La durée de vie des arbuscules est de quelques jours ; aprés quoi ils dégénerent, sans
léser la cellule hote. L’initiation, le développement et la disparition de I’arbuscule dure de

quatre a quinze jours (Smith and Read, 2008).
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Certaines espéces de CMA forment des vésicules aprés la résorption des arbuscules, elles
sont produites a I’intérieur du cortex racinaire. Ce sont des structures de stockage lipidiques
(Smith and Read, 2008). A ce stade la mycorhize est formée. Beaucoup d’especes de CMA
produisent aussi avant la formation des arbuscules, des enroulements d’hyphes
intracellulaires, dans les assises périphériques du parenchyme cortical, et ¢’est dans les assises

les plus internes de ce tissu que se forment les arbuscules.

- Développement de la phase extramatricielle:

A partir de la mycorhize les hyphes se développent trés rapidement et intensivement
dans le sol, constituant la phase extramatricielle (Bécard et Fortin, 1988).
Cette phase qui constitue la mycorhizosphére joue un rdle primordial dans la symbiose. En
effet, en se propageant et en colonisant un grand volume de sol, le mycélium extraracinaire
acquiert des nutriments inaccessibles aux racines et les transfére vers les cellules hotes
(Fortin et al., 2008). Cette phase permet aussi une colonisation de nouvelles racines de la
méme plante hdte ou d’autres plantes voisines. Dans certaines conditions, chez la plupart des
especes de CMA de nouvelles spores sont formées ce qui boucle le cycle de leur
développement. Cependant chez quelques especes les spores formées sont intraradiculaires.
La phase extramatricielle contribue aussi a la stabilité du sol en agglomérant les particules du
sol, probablement par I’intermédiaire de glycoprotéines telle que la glomaline secrétée par
les hyphes fongiques. Cette protéine contribue directement au pool de la matiére organique

du sol (Purin et Rillig, 2007)

4.2 - Role des mycorhizes dans la nutrition et la protection de la plante :

D’apres Fortin et al.,, 2008, la présence des mycorhizes modifie et engendre
généralement six fonctions principales : 1’absorption des éléments minéraux, 1’absorption de
I’eau, I’activité hormonale, l’agrégation des sols, la protection contre les organismes
pathogenes et la résistance aux stress environnementaux.

Les champignons mycorhizogénes sont connus pour faciliter 1’absorption de plusieurs
¢léments minéraux par les végétaux auxquels ils sont associés (Smith et Gianinazzi, 1988)
notamment ceux qui sont peu mobiles et qui sont présents en faible quantité dans la solution
du sol tels que : Le phosphore, le soufre, le potassium, le zinc, le calcium et le magnésium
(Bouhired, 1984). D’apres Plenchette (1982), la meilleure nutrition phosphatée des plantes

mycorhizées est la conséquence de 2 mécanismes : une exploitation du sol par les hyphes
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fongiques qui s’étendent au-deld de la zone d’épuisement de la plante et une absorption
intense prés de la racine, due a la plus grande surface absorbante des hyphes fongiques.
Certains travaux montrent que les MA assimilent une autre source de phosphore non utilisable
par les plantes seules non mycorhizées (Bolan et al., 1984, Bolan et Robson 1987)

Le réseau mycélien de la mycorhizosphére solutionne le probléme avec une exploration plus
grande du volume du sol, ainsi la plante mycorhizée dispose de plus d’énergie pour fabriquer
ses parties aériennes : tige, feuilles, fleurs et fruits (Fortin et al., 2008).

Des travaux récents démontrent clairement que le mycélium fongique intervient en synergie
avec les microorganismes du sol dans la décomposition de la matieére organique, donnant

ainsi acces a des ¢léments minéraux emprisonnés dans les résidus végétaux ou animaux
(Fortin et al., 2008).

L’amélioration de la nutrition hydrique des plantes est prouvée via cette matrice extra
cellulaire qui explore un plus grand volume de sol (Smith et Read, 1997 ; Augé, 2001).En
effet, le fin mycélium des champignons peut aller puiser 1’eau dans de petits interstices et
agrégats du sol qui ne sont pas accessibles aux racines.

La plante hote résisterait semble-t-il au stress hydrique, par un signal déclenché par le
champignon symbiotique permettant une fermeture plus rapide des stomates de sa partie
aérienne (Fortin et al., 2008).

Plusieurs auteurs ont démontré I’influence des champignons mycorhizogeénes sur la
régulation endogeéne du métabolisme hormonal (Lapeyerie, 1982, Lapeyerie 1990). Chez les
ectomycorhizes, les régulateurs de croissance a faible dose induisent des transformations
morphologiques bien évidentes au niveau des racines. Chez les pinacées et les sapins, on
observe des ramifications dichotomiques, I’importance des ramifications est proportionnelle
aux quantités d’auxine que le champignon libeére dans les tissus racinaires (Fortin et al.
2008). Les champignons mycorhizogénes quand a eux tirent un grand profit des composés
carbonés que la plante synthétise par le biais de la photosynthése (Garbaye, 1988). D’apres
Fortin et al, (2008) les injections d’’auxine favorise le transfert des sucres de la racine vers
le champignon.

De nombreux résultats indiquent par ailleurs, un effet bio protecteur des mycorhizes en
réduisant ou méme en inhibant 1’effet de certains agents phytoparasites (Boullard, 1977,
Smith, 1987). Les champignons mycorhizogeénes peuvent intervenir a deux endroits et par
deux mécanismes pour protéger la plante contre les pathogénes : dans la mycorhizosphere et

dans les tissus de la racine.
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Dans le premier mécanisme : dans la flore mycorhizosphérienne les micro-organismes
sont confrontés a la compétition et a I’antagonisme, ce qui a pour effet d’établir une flore
microbienne diversifiée et équilibrée. Les propagules des champignons pathogénes ne
parviennent pas a proliférer et leur nombre reste toujours restreint. Par exemple les
propagules des champignons qui causent la fusariose chez la tomate ou ceux qui provoquent
la  pourriture racinaire chez les ceillets d’inde sont 3 a 10 fois moins nombreux dans la
mycorhizosphére que dans la rhizosphére des plantes non mycorhizées.

Pour le second mécanisme : les plantes agressées par un agent pathogeéne réagissent en
produisant des substances antibiotiques contre ces micro-organismes (Pfelger et Linderman,

1994 et Fortin et al., 2008).

4.3 -Roles des mycorhizes dans I’évolution et le fonctionnement des écosystémes

Les mycorhizes les plus anciennes ont été trouvées dans le rhizome des premicres plantes
vasculaires du Dévonien. Il s’agit des MA présentant des arbuscules parfaitement conservées
dans les sédiments fossiles d’Aglaophyton major, espece disparue. Ce qui permet d’affirmer
que les MA est le premier type de mycorhize apparu, il y a environ 450 millions d’années
(Remy et al., 1994 ; Duhoux et Nicole, 2004).
Les Mycorhizes arbusculaires ont jou¢ un réle déterminant dans la sédentarisation des
végétaux dans le milieu terrestre apres la vie aquatique. Ceci a eu un impact incontournable
sur la spéciation en coévolution des plantes vasculaires. Les MA ont aussi un impact
déterminant sur la genése des sols et sur I’évolution des écosystémes terrestres (Selosse et
Tcou, 1998 ; Brundrett, 2002).
Les mycorhizes jouent également un réle dans 1’établissement, le développement et la stabilité
des écosystemes terrestres. En effet, ’existence d’arbres adultes colonisés par des CMA
entrainent le développement du réseau d’hyphes mycéliens, qui va favoriser la contamination
de nouvelles plantules juvéniles de la méme espéce et méme d’autre especes différentes se
trouvant dans le voisinage (Smith et Read, 1997 ; Simard et Durall, 2004).En outre, les
symbioses mycorhiziennes favorisent la co-existence entre plusieurs especes végétales,
améliorant ainsi la productivité et la biodiversité végétales dans ces écosystémes (Sanon et al.,

2006).

4.4 -Les mychorizes et I’agriculture
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L’usage des mycorhizes en agriculture doit &tre considéré comme une stratégie
proactive a la lutte biologique. Connaissant 1’impact conjugué des mycorhizes sur le
rendement des cultures et comme agent de lutte biologique, leur introduction systématique
dans les régies de production vise 1I’obtention de bénéfices relatifs a la fois a la production et a
la protection des végétaux.

La restauration du complexe plante-mycorhize dans les sols, soit par inoculation directe
ou par transplantation de plantes pré-mycorhizées, permettrait de rétablir et surtout de
conserver a long terme cet équilibre et ce potentiel pour la production et la protection des
cultures. De plus, I'usage des mycorhizes s’accommode tout a fait des stratégies proactives
déja pratiquées pour certaines productions, tels que la rotation des cultures et le labour
minimal. Une fois rétabli, le potentiel mycorhizien d’un sol peut perdurer durant de
nombreuses années sans apport excessif ou onéreux de fertilisants et de pesticides, ce qui
entraine 2 moyen terme une économie non négligeable du coilit de production, une meilleure
conservation des terres, de la qualité des cultures et une réduction de 1’usage de pesticides
(Dalpé, 2005).

5 - Les endophytes :

Parmi la pléthore des micro-organismes existant dans 1I’environnement ¢daphique quelque
soit leur effet sur la croissance de la plante (néfaste, neutre ou bénéfique), il existe des micro-
organismes fongiques nommés endophytes incluant une grande partie des espeéces formant
dans les racines des végétaux, un mycélium stérile septé et pigmenté appelé alors endophytes
foncés septés EFC (DSE: Dark Septate Endophyte ), pouvant produire des sclérotes
(Jumpponen 2001, Perterson et al., 2004, Perterson et al., 2008) , (Figure 12: A)et quelques
uns trés peu nombreux forment un mycélium hyalin (Yu et al, 2001) (Fig.12 : B) pouvant
produire dans certaines conditions des conidies intraradiculaires (Perterson et al., 2004).

On les rencontre aussi bien dans les cultures en serres, en pépiniéres que dans tous les
écosystemes (forestier, agricole, horticole...ect). (Haselwendter et Read 1980, Stoyke et al.,
1992 ; Hambleton et Currah, 1997 ; Addy et al., 2000, Barrow et Aaltonnen, 2001, Schadt et
al., 2001).

Ce type d’association est trés répandu (Peterson et al, 2004). Ce groupe fongique fut
caractérisé chez une large gamme de phytotaxons. Ils sont présents aussi bien chez les
Angiospermes, les Gymnospermes, les algues, mousses, hépatiques et les fougeres

(Suryanarayanan ef al., 2003 ; Lucero ef al., 2006).
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Figure 12: A)- Formation d’un sclérote dans une cellule du parenchyme
corticale racinaire. B)- hyphes hyalins septés (grande fleche) et
hyphes mélanisés septés (double téte de fleche) d’endophyte
présentant des exsudats (téte de fleche) racinaires.

(Peterson et al., 2004)

Le role de ces endophytes sur la croissance des plantes et le maintien des communautés
végétales n’est pas connu. Les rares ¢tudes ultrastructurales montrent que leurs hyphes
intracellulaires ne possédent pas la membrane périfongique dérivée de la cellule héte, appelée
chez les MA (comme chez toutes les endomycohizes comme mycorhizes orchidoides,
ectendomycorhizes, ...) membrane périarbusculaire. Caractéristique propre aux interactions
cellulaires biotrophiques champignon symbiotique-plante héte (Peterson et al., 2008). Ceci
souléve le probléeme quant aux mécanismes d’échange entre les DSE et la plante hote
(Peterson et al., 2008).

Ils peuvent représenter toutefois un important réservoir de biodiversit¢é dans ces
€cosystemes.

Selon certains auteurs Carrol (1986) et Bérubé (2007), ces champignons endophytes peuvent
jouer un rdéle en matiere d’assimilation des éléments minéraux (N et P).

Récemment des études moléculaires ont permis [’identification 5 espéces: Chloriduim
paucisporuim, Leptodontiduim orchidicola, Phialocephala dimorphospora, Phialocephala
fortinii et Phialophora finlandia dans différentes especes de plantes. (Stoyke et al., 1992 ;
Hambleton et Currah 1997 ; Jumpponen et Trappe 1998 ; Schadt et al., 2001 ; Griinig et al.,
2002).

Il est important de noter que de nombreuses espéces végétales forment des symbioses avec
des champignons mycorhizogénes MA, des orchidoides et qu’elles peuvent également

associées avec les EFC (DSE) (Currah et al., 1997 ; Peterson et al., 2004).
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1I- ETUDE DES MYCORHIZES

1-DESCRIPTION DES STATIONS D’ETUDEDE L’INSTITUT NATIONAL DE
RECHERCHE EN FORESTERIE(INRF)

1.1-Pépiniere de la station de Bainem :

Il s’agit de la pépiniere de la station de 'INRF de Bainem ou sont produits des plants de

plusieurs essences forestieres issus de graines destinées au reboisement (Cedres, Cypres,Pins,

Chataigniers, chénes, ....)

Les plantules de cypres de tassili (Cupressus dupreziana A. Camus)agées respectivement de

1,3 et 5 ans,proviennent donc de cette station (Fig.13 : Aet B). Le semis des graines se fait

au mois de janviera raison de 50 graines par sachet a cause du probléme de la viabilité¢ des

graines. En effet sur les 50 graines, trés souvent aucune ne germe car le taux de germination

est trés faible. Ces graines proviennent de la récolte du peuplement naturel du Tassili

N’Ajjers.Quant au substrat utilis¢, il est constitué¢ de 1/3 de sable, 1/3 de terre de Bainem et

1/3 de fumier.

1-2-Arboretum du Cyprés du tassili de la station Bainem (Fig.13 : C)

Nous avons effectué plusieurs échantillonnages aléatoires de sols et des racines dans la

mycorhizosphere de plusieurs arbres de cypres du tassili, en évitant les arbres qui sont en

bordure. Ces prélévements sont effectués en : Février, Juillet 2008, avril 2009 et décembre

2010.

1-3-Arboretum du Cyprés du tassili de la Station de Baraki (Fig.13 : D)

La parcelle est constituée de 109 arbres de 3 rangées espacées de deux metres.Les semis a

partir desquels sont issus ces arbres ont ét¢ ensemencés en 1977 dans leur milieu naturel au

Tassili N’Ajjers. A I’age de 3 ans les plantules sont transportées a la station deBaraki.
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Figure 13 : Représentation dedifférents sites d’échantillonnage du Cyprés de Tassili
A)- plantules de la pépiniére agées d’lan.B)-plantules dgée de 3ans, C)- Arboretum

de Bainem(arbres agés de 17ans),D)-Arboretum de Baraki (arbres agés de 34ans).

2- METHODES DE PRELEVEMENT :
2.1-Matériel végétal :

- Pour les plantules de pépiniére : tout le systéme racinaire de toutes les plantules quelle

quesoit leur age est étudié.

- Sur le terrain :Le choix doit étre porté sur des sujets asymptomatiquesqui sont en bon
état physiologique, et dont lesécailles sont toujours vertes.

La récolte du matériel végétal est faite de la maniére suivante : A chaque sortie, trois
échantillons sont prélevés en triangle au niveau de chaque arbre choisi au hasard,
conformément aux modalités prescrites par BOULARD (1962) et AGERER (1988) pour
I’étude des mycorhizes.

A T’aide d’une pelle, nous avons ¢liminé la litiere. Puis, nous avons prélevé des échantillons
de sol, jusqu’a une profondeur de 30 cm au maximum. Selon ALEXANDER (1986) les

mycorhizes en général ne dépassent jamais 10 cm de profondeur.
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Nous avons remarqué que les racines de cyprés sont superficielles,a une profondeur
d’environ 20cm.
Les 3 prélevements du sol par pied sont mélangés dans un sachet pour une meilleure
homogénéisation.

3- MANIPULATION AU LABORATOIRE

Pour les plantules d’ 1an, 3 et 5 ans respectivement, les systémes racinaires sont prélevés en
prenant soin de ne pas jeter le sol de plantation. Méme ’eau de ringage est récupérée pour y
isoler des propagules fongiques.par la technique de tamisage.

Le systéme racinaire des plantules déterrées est délicatement lavé a 1’eau pour éliminer toute
trace de sol en prenant le soin de le garder le plus complet possible. Les racines sont ensuite
différenciées par leur ordre, puis observées sous microscope stéréoscopique a la recherche

d’éventuellesectomycorhizes ou ectendomycorhizes.

Les racines prélevéesdes arboretasont lavées abondamment a I’eau du robinet. Puis lavées
dans un bécher avec agitation jusqu'a disparition totale de traces de terre. Les racines s bien
propres sont observées pour une éventuelle présenceectomycorhizes ou ectendomycorhizes.
Ces racines sont par la suite conservées dans une solution fixatrice de FAA(1volume de
formaldéhyde 37°, 1volume d’acide acétique glacial, 8 volume d’alcool éthylique a 70°).

4- COLORATION DES RACINES:

4.1-Technique de coloration au bleu de trypan :

La technique de PHILIPS et HAYMAN (1970) modifiée ; est utilisée pour mettre en
évidence au microscope photonique en premier lieu I’infection mycorhizienne a arbuscules.
Une partie des racines fixées au FAA est récupérée et rincée plusieurs fois a 1’eau de robinet
pour enlever toute trace du fixateur.

- Eclaircissement et coloration des mycorhizes :

Les racines sont découpées en fragments de Icm de longueur environ, mises dans une
solution d’hydroxyde de potassium (KOH) a 10 %, et placées dans I’étuve a 90°C pendant 1
heure. Nous remplagons la solution de KOH aussitdt qu’elle devient foncée. Pour éliminer le
reste des pigments, nous transférons les racines dans une solution d’H,O, (peroxyde
d’hydrogene) a 10% a 90°C pendant 20 mn jusqu'a blanchissement total des racines.

Les racines sont ensuite rincées plusieurs fois a 1’eau avec un passage dans un bain d’acide

lactique a 10%.
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Elles sont transférées dans une solution de bleu de trypanet placées dans 1’étuve a 90°C
pendant 1heure

- Montage et observation :

Apres avoir retiré les racines de la solution colorante, elles sont rincées a I’eau courante,
puis placées dans une boite de pétri contenant du glycérol.
Les segments sont montés paralléelement par groupes de 10 dans du glycérol entre lame et
lamelle, soigneusement écrasées, puis observées au microscope photonique a différents

grossissements.

4.2 -Technique histologique :
- Confection des coupes au microtome avec inclusion a la paraffine :
Les racines fixéesa la solution de FAAsont mises sous- vide, pendant 3 heures de temps pour
¢liminer le maximum d’air contenu dans les tissusafin de permettre une meilleure
déshydratation.
- Déshydratation :
Les racines retirées du fixateur sont coupées en fragmentset subissent les différentes
étapes de déshydratation dans 1’éthanol a concentration croissante:
e D’abord dans deux bains d’éthanol a 95° pendant successivement lh et
ensuite 30mn.
e Puis dans trois bains d’éthanol a 100° successivement de 45,45mn et 1heure
chacun.
o Pour les racines dures deux bains de butanol successifs de 1heure et 24
heures étaient nécessaires pour les ramollir.
- L’imprégnation :
L’imprégnation consiste a I’élimination compléte des traces d’alcool qui sera remplacé par
la paraffine. Pour cela les fragments racinaires subissent successivement :
e Un bain toluéne+ alcool (1V/1V) pendant 30 mn
e Trois bains successifs de toluéne pur pendant 30mn.30mn et lheure chacun
dans 1’étuve a 60°C.
e Un bain de toluéne +paraffine (1V/1V) pendant 30 mn
e Trois bains de paraffine, les deux premiers pendant lheure chacun a 58-

60°C, le troisiéme reste toute la nuit dans I’étuve a 60°C.
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- Inclusion a la paraffine :
La paraffine est coulée a chaud dans un moule formé de deux barres de Leuckartagencées
correctement sur une plaque en verre ou sur des moules métalliques.
Dans les barres de Leuckart, nous versons la paraffine, I’échantillon est déposé a 1’aide d’une
pince préchauffée, il est orienté puis étiquete.
En revanche, le systéme de cassette consiste a remplir le moule métallique de paraffine dans
lequel nous déposons délicatement 1’échantillon, puis nous placons la cassette identifiée sur le
moules de maniére a ce que la paraffine pénétre dans les perforations de la cassette.
Les barres de Leuckart et les cassettes sont gardées dans une atmosphére fraiche pendant au

moins 10 jours pour une bonne consolidation de la paraffine.

- Confection et coloration des coupes :
Les coupes sont réalisées a 1’aide d’un microtome « Leica ». Les coupes sont réalisées entre
15 a 30 microns d’épaisseur car il est tres difficile d’obtenir des coupes intactes a des
épaisseurs moindres.
Les rubans obtenus sont étalés sur des lames porte-objets préalablement enduites d’eau
gélatineuse, préparée a raison de 0.3 g de gélatine dans 100 ml d’eau distillée.
L’étalement des coupes est obtenu par un faible chauffage des lames sur une plaque
chauffante a 40°C.
Avant la coloration, les coupes sont déparaffinées par passage sur une plaque chauffante puis
dans trois bains de toluéne de 20 mn chacun. La réhydratation des coupes
s’est faite en les passant dans trois bains d’éthanol absolu successifs de 10mn chacun, puis
dans un bain d’éthanol et de formol (4V/1V) pendant 30 mn, et un ringage a 1’eau courante et
en dernier lieu il y’ a séchage des lames sur une plaque chauffante a 40°.
Les coupes sont placées dans un bac de coloration au bleu de trypan, disposées sur une
plaque chauffantea 60° C pendant lheure.

Apres coloration les coupes sont rincées a I’eau distillée, séchées et montées dans un quit
de montage pour permettre une bonne adhérence de lamelle sur la lame, puis observées au

microscope photonique a différents grossissements.
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5 - EXTRACTION PAR TAMISAGE HUMIDE DES SPORES A PARTIR DU SOL :
Les échantillons de sol, provenant des plantules de pépiniére,des deux arboreta des 2 stations
de I'INRF, sont traités parla technique d’extraction de tamisage humide. Tous les propagules
des CMA (hyphes mycéliens, spores, sporocarpes ou racines treés fines contenant des spores)
sont extraits des sols précédents par la technique de tamisage humide de Gerdemann 1963 et
Daniels et Skipper, 1982).1e sol est lavé dans deux tamis I’un audessus de 1’autre.

Le premier tamis de 250 um d’ouverture de mailles est situé au dessus du second de 63um.
Ces deux tamis sont soumis a un jet d’eau de robineta forte pression, provenant d’une
douchette, jusqu'a ce que I’eau qui en ressorte devienne claire et limpide.

Les propagules retenues surtout par le tamis de 53 pum, sont récupérées, mises en suspension
dans des piluliers remplis d’eau distillée stérile ou dans une solution physiologique de
Ringerjusqu'a leur observation a la loupe stéréoscopique.

L’observation a la loupe stéréoscopique a permis d’isoler les différentes spores et
sporocarpes, montés par la suite entre lame et lamelle soit dans 1’eau ou dans une solution
d’acide lactique a 1% dans le but d’une identification au moins jusqu’au genre a I’aide du
microscope photonique, aux objectifs 40 et a I’immersion.Ces propagules  sont
photographiésaussi bien a la loupe stéréoscopique qu’au microscope optique a [’aide d’un

appareil photo numérique.
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Partie : Culture in vitro
1-Effet de la technique de désinfection

Les résultats obtenus apres un mois de culture nous montrent que le bichlorure mercurique
permet d’obtenir une stérilisation parfaite des microboutures adultes.

Tableau 4: Effet de I’agent désinfectant sur le développement des microboutures :

Agent ) I’\Iombre
désinfectant Concentration dci’iglvaénsts Contaminations(%) | Nécroses (%) | Débourrement (%)
Hg CI, 0.5 mg/l 48 4.16 0 31.12
NaClO 8% 48 20.83 29.16 2291

Une moyenne de 20.83% de contamination et 29.16 nécroses ont été enregistrées chez les
microboutures désinfectées par 1’hypochlorite de sodium (NaClO) contre seulement 4.16 %
chez les microboutures désinfectées par le bichlorure mercurique (HgCl,) avec aucune
nécrose.Nous avons aussi remarqué une décoloration des microboutures désinfectées par le
(Na Cl0O).

Pour la micropropagation des especes ligneuses la stérilisation des explants cultivés est un
probléme récurrent qui peut compromettre le développement de la technique Riffaud et
Cornu, 1988). L’importance de ce test est de réussir la stérilisation tout en préservant
I’intégralité du tissu. Chez lesmicroboutures du cypres du tassili, la concentration de 0.5 mg/1
de HgCl, pendant 5 mn est plus efficace que de I’hypochlorite de sodium a 8 %. Les mémes
résultats ont été obtenus chez I’olivier Oleaeuropea (Hamlat, 1995). Cet auteur signale que la
concentration de 0.5 mg/l est efficace comparativement a 1’hypochlorite de sodium contre les
infections exogenes. D’autres travaux aussi sur le pistachier (Baghdadi, 2007 ;Benmahioul,
2009) affirment que le bichlorure mercurique est le meilleur stérilisant pour les
microboutures issues de pieds adultes.

D’autres travaux, montrent qu’en plus de ’agent désinfectant adopté, les pertes enregistrées
peuvent étre dues au types d’explants mis en culture, la période de prélevement et I’intensité
lumineuse (Hamlat, 1995 ;Benmahioul, 2009).

Ainsi dans notre travail, nous avons retenu le bichlorure mercurique comme agent

désinfectant.
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2- Influence des milieux de culture

2.1- Microboutures provenant d’arbres adultes

L’analyse des résultats (fig.14) montre que les microboutures germent sur les trois milieux de
culture, cependant le taux de débourrement et la durée de réponse sont différents. Aussi, les
microboutures développées sur MS, présentent un aspect vigoureux et qualitatif,
comparativement aux deux autres milieux de culture MS/2 et GA. L’allongement des

microboutures ensemencées sur MS est plus important que les deux autres milieux.
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Figurel4 : Effet des milieux de culture sur le débourrement des microboutures

adultesdu cyprés du tassili Cupressus duprezianaA.Camus.

Les résultats révelent aussi, que le meilleur taux de débourrement a été enregistré chez le
milieu MS avec un taux de 38.88% comparativement aux deux autres milieux de cultureGA et
MS/2 qui sont respectivement de 30.55% et 19.44%.

Les microboutures ensemencées sur le milieu GA, présentent un temps de latence court
(7jours) comparativement a ceux ensemencées sur milieu MS et MS/2 qui sont
respectivement de 9 et de 13 jours.

Sur le milieu MS, nous avons eu un débourrement et un ’allongement de touts les bourgeons
axillaires et apicaux (Pl. I: A). Sur le milieu MS/2 nous observons seulement un
débourrement des bourgeons (Pl. I: B). Sur le milieu GA, un débourrement de touts les

bourgeons avec un allongement des bourgeons apicaux (PLI : C).
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Planche I: Comportement des microboutures du cypres de tassili issues de pieds adultes, a 3
mois de culture sur les milieux MS, MS/2 et GA.

A : Microboutures de bonne qualité, débourrement de tous les bourgeons axillaires
sur milieu MS.

B : Les écailles foliaires qui appariassent sur le milieu MS/2 sont beaucoup plus
lignifié que chez les autres milieux de culture

C : Débourrement de tous les bourgeons axillaires sur milieu de GA.
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2.2- Microboutures provenant du matériel juvénile :

Nous résultats montrent que la culture desmicroboutures provenant du matériel juvénile est
trés délicat. Le probléme de contamination n’a pas été un probléme limitant. Nous avons eu
un débourrement des bougeons sur les trois milieux de culture, sauf que les taux sont

différents (fig. 15).
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Figurel5: Effet des milieux de culture sur le débourrement des microboutures

issuesde pieds juvéniles.

L’analyse de la figure 15 montre que le meilleur taux de débourrement a été obtenu sur MS
avec un taux de 27.77% comparativement aux autres milieux de culture GA et DKW qui
sont respectivement de 11.11% et 05.5%.

Nous avons enregistré un temps de latence moindre chez le DKW qui est de 8 jours
comparativement aux autres milieux de culture, de 12 jours pour GA et 15 jours pour le MS.

Le débourrement des bourgeons a été constaté sur tous les milieux de culture. Cependant, un
arrét de la croissance a été enregistré au dela de  la 8™semaine de culture. Nous avons
réalisé plusieurs repiquages pour la reprise de la croissance, mais aucun changement n’a été
observé.

Sur le milieu MS, nous observons des nouvelles écailles (PL. II : A), par contre sur le milieu
GA nous observons un allongement des écailles foliaires (Pl. II: B). Sur le DKW : nous

observons des écailles foliaires avec un aspect lignifiées (PLII : C).
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Planche IT : Comportement des microboutures juvéniles du cypres du tassili apres deux mois

de culture

A : MS ; apparition de nouvelles écailles foliaires.

B : MS/2 ; allongement des microboutures.

C : DKW ; apparition de nouvelles écailles foliaires avec un aspect lignifié.
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La réussite du microbouturage via la culture in vitro, est influencée par plusieurs facteurs, la
composition minérale (Rugini, 1984 ; Berenguer et Gonzalez, 1984 ; Bartolini et al/, 1989 ;
Leva et al, 1992) et hormonale (Leva et a/, 1992) des milieux de culture, le génotype
(Rugini, 1984 ; Leva et al, 1992)et 1’age de I’explant (Porlingris et Therios, 1976 ; Rugini,
1986, Benmahioul, 2009).
La composition du milieu de culture joue un rdle trés important dans 1’organogenése. L’effet
d’un milieu de culture résulte de I’ensemble des interactions des différents éléments qui les
composent. Certains d’entre eux stimulent les processus du développement in vitro, d’autres
par contre, ont peu d’influence sur le débourrement (Thorpe, 1980 ; Rugini et Caricato, 1995 ;
Grigoriadou et a/, 2002 ; Brhadda et a/, 2003).
D’aprés Auge et al,(1989) la micropropagation végétative a pour rdle de provoquer le
développement des bourgeons pré-existants.
Les microboutures issues de pieds adultes cultivées sur le milieu GA, donnent une réponse
rapide comparativement aux deux autres milieux MS et MS/2.La rapidité de la réponse est
supposée due a la concentration de cette solution en composés ioniques KNO; vu que la
concentration est doublée comparativement aux autres solutions des deux autres milieux de
culture.
Avec les microboutures juvéniles, cultivées sur DKW, nous avons noté un temps de latence
moindre par rapport aux deux autres milieux de culture. Cette rapidit¢ semble étre
influencée par la présence de certains macroéléments, qui existent dans ce milieu qui ne se
retrouvent pas dans les solutions minéralesde MS et de GA particulierement : Ca (NOs);
4H,0 et le K,SO4 (BAGHDADI, 2007).
Cependant, les meilleurs taux de débourrement ont été obtenus sur le milieu MS avec les
deux types de microboutures (issues de pieds adultes et de pieds juvéniles).Ce
développement est probablement di a la richesse du MS en composés ioniquescomme le NHy
NO;.Le DKW et le MS/2, ayant une concentration inferieure ; aussi ce composé est absent
dans le milieu GA.Nos résultats sont similaires a ceux de Hammat et Gran 1997 qui ont eu un
bon développement du matériel adulte du MerisierPrunus avium L. sur MS. Boualy et
Franclet (1977) utilisent pour la prolifération des bourgeons dormants de Douglas
(Pseudotsugamencziesii L.) une forte concentration en sels minéraux : macroé¢léments de MS
additionnés d’autres macroéléments

Selon Rugini (1988), les meilleurs taux de développement sont enregistrés avec le milieu

MS grace a sa richesse en azote. L’effet stimulateur de 1’azote dans le phénomeéne de
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I’organogénese a été signalé chez 1’olivier (Rugini, 1988 ; Brhadda et al/, 2003) et chez
plusieurs autres especes tels que le mais (Miao,1980) et le blé (Feng et Ouyang, 1988).
L’azote joue un rdle de molécule stimulatrice de la croissance des plants en augmentant
I’expression du gene responsable de I’absorption et 1’utilisation des nitrates (Mastrayekhi,
2000 in Mansseri-Lamrioui, 2011)

McCown et Sellmer, 1987, rapporte qu’un déficit de croissance in vitro dans un milieu dilué
peut étre corrigé par I’augmentation de la concentration du milieu en NH4NO;3.

Caboche (1987) a évoqué le rdle treés important du rapport azote/hydrates de carbone dans le
controle de la biosyntheése des régulateurs de croissance dans les tissus indifférenciés chez
Nicotiana plumbaginifolia . Viviani et a signalé que les nitrates assurent d’autres fonctions
encore inconnues dans la morphogeneése.

Le milieu MS est caractérisé par la teneur plus élevée en ions K, Mg et Ca’comparativement
aux autres milicuxtestés MS/2, GA et DKW. L’effet bénéfique de K™ et Ca’" sur
I’organogenese a été signalé par certains auteurs (David et a/, 1978 ; Bornman, 1983). Selon
Monnier (1995) le calcium est un constituant des parois et des membranes cellulaires, il
intervient positivement sur la survie, en jouant un role fondamental dans la perméabilité
cellulaire en empéchant les produits toxiques de pénétrer a I’intérieur de la cellule.

Magara (1978) souligne qu’un milieu trés riche en potassium est favorable a la production
des inflorescences chez I’endive et le chou-fleur. Ainsi le milieu de GA est riche en KNO;
(nitrate de potassium), qui est présent avec une quantité moindre chez le MS et absent chez
le DKW, ce qui peut expliquer le faible taux de débourrement des microboutures cultivées sur
le milieu de DKW.

Les milieux « pauvres » en composés ioniques stimuleraient le développement du systéme
racinaire beaucoup plus que la partie aérienne (Abousalim et al/, 1992). Ceci pourrait
expliquer le faible taux de débourrement obtenu chez les microboutures ensemencées sur le
milieu MS/2.

La richesse des milieux de culture en Zinc, Bore et Mn pourraient étre impliqués dans
I’amélioration du microbouturage de la Picholine Marocaine (Brhadda, 2003).

Louerguioui (1988) et Taiz et Zeiger (2002) ont signalé que 1’emploi d’une solution minérale
enrichie en Mn, Zn et Bo est généralement trés favorable a 1’organogenese.

Au cours de notre micropropagation végétative, nous avons constaté que la phase de
bourgeonnement est caractérisée par 1’age de I’explant. Le meilleur débourrement a été
obtenu chez le matériel adulte avec un pourcentage de 30% comparativement aux matériels

juvéniles avec un pourcentage del5%. Ceci a été confirmé par les travaux de Hamlat (1995)
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sur la micropropagation végétative de /’Oleaeuropea . Ce dernier indique que les explants
issus de pieds juvéniles dont I’apparition des jeunes pousses est plus précoce, par contre le
taux de bourgeonnement est plus €¢levé chez les microboutures issues de pieds adultes. Nous
suggérons que ce résultat est peu étredu aux taux d’hormones endogénes élevés chez les
microboutures issues de pieds adultes, comparativement aux taux que renferment les
microboutures issues de pieds juvéniles.

Ces résultats sont contradictoires avec les résultats d’autres chercheurs (Deogratis, 1986 ;
Guendoud et Boussadia, 2001 ; Baghdadi, 2007 et Benmahioul, 2009) sur le Pistacia
etYakoub- Bougdal, 2005 sur Oleaeuropea, qui ont montré que les meilleurs résultats de la
reprise végétative in vitro est obtenue avec du matériel juvénile issude pousses multipliées in
vitro.Cependant, la réussite de la micropropagation des bourgeons dépend selon certains
auteurs (Auge et al, 1989 ; Yakoub- Bougdal, 2005 ; Mansseri-Lamrioui, 2011) de la période
de prélevement des boutures, d’apres ces chercheurs les explants prélevés en automne (repos
végétatif) sont plus efficaces que ceux prélevés au printemps.

Pour la suite de notre travail, nous avons retenu le MS comme milieu de culture adéquat et

les microboutures issues de pieds adultes comme matériel végétal.

3-Influence des balances hormonales et la taille de la microbouture sur le débourrement:
3.1- Réponses des microboutures a deux ramifications ensemencées sur le milieu MS
additionné de 0.01 (mg/l) d’AIB +1(mg/l) de BAP

Apres 3 mois de culture, les résultats sont mentionnés dans le graphe suivant :
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Figure 16: Effet de la balance hormonale 0,01(mg/l) d’AIB + 1 (mg/l) de BAP sur le

développementdes microbourures.
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L’analyse de la figure 15 montre que les microboutures a deux ramifications ensemencées sur
le milieu MS additionné0.01(mg/l) d’AIB + 1 (mg/l) de BAP, nous ont permis d’obtenir
aprés un temps de latence de 16 jours un nombre important de bourgeons débourrés, au
niveau apical et axillaire.

Le développement des microboutures commence avec un gonflement des axillaires au bout de
la 3°™ semaine de culture (PLIII: B). Le nombre de débourrement des apex apicaux et
axillaires est plus important (PLIII : C) ala6 semaines de culture. Les bougeons néoformés
présentent un accroissement a 9 semaines de culture (PLIII :D). A deux mois et demi, les

écailles foliaires juvéniles sont allongées.

3.2- Réponses des microboutures a plusieurs ramifications ensemencées sur milieu
MS additionnée de 0.4 (mg/l) BAP

Au cours de cette étape, nous avons mis en culture :

- Des microboutures a deux ramifications ;

- Des microboutures a plusieurs ramifications.

L’analyse du tableau 5, montre un bon débourrement avec les deux types de microboutures.

Nous avons constaté un temps de latence de 16 jours chez les microboutures a plusieurs

ramifications.quiest supérieur a celui des mcroboutures a deux ramifications a savoir 11

jours.

Tableau 5: Le nombre d’¢longation et de débourrement des deux types de

microbouturesensemencées sur MS additionné de 0.4 (mg/l) de BAP

Temps de | Elongation des Nombre
latence apex Débourrement Cals d’explants
MS0.4 (mg/l1) BAP
(a 2 ramifications) 1. 154 342 3 56
MS0.4 (mg/1)BAP
@ plusieurs | 16J- 163 315 0 56
ramifications)
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Planche III :Microbouturesdu cypres du Tassili 2 deux ramifications ensemencée sur le
MSadditionné de 0.01 mg/1 AIB + 1mg/l BAP
A : Microbouture au moment de I’ensemencement (1’état initial).
B :Microbouture aprés 3semaines de culture, avec gonflement des bourgeons axillaires (fleches) qui
apparaissent colorées en vert.
C : Microboutures apres 6 semaines de culture, avec un débourrement des bourgeons apicaux et
axillaires.
D : Microboutures aprés 9 semaines de culture, accroissement des bourgeons néoformés et
débourrement d’autres bougeons (fléches).

E : Microboutures aprés 12 semaines de culture, avec allongement des écailles foliaires des

bougeons apicaux.
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Figue n°17: Développement des microboutures avec deux ramifications (2R) et plusieurs
ramifications (PR) surle MS a 0.4 (mg/l) BAP.

L’analyse de la figure 17montre un pourcentage de débourrement légérement supérieur chez
les microboutures a 2 ramifications avec un taux de 61.07% contre 56.25% avec les
microboutures a plusieurs ramifications.

Avec les microboutures a deux ramifications, nous observons un allongement des écailles
foliaires d¢ja existantes (P1.VI: B et C) a 9 et 12 semaines de culture. A trois mois est demi
un allongement remarquable des écailles foliaires a été observé (PL.VI: D et E).

Avec les microboutures a plusieurs ramifications, nous observons un développement des
bourgeons axillaires avec une élongation des écailles foliaires (P1. V: B et C). A 1a 9
“Mesemaine de culture, nous observons la formation de nouvelles écailles foliaires (P1. V : D).
A deux mois de culture, nous observons une prolifération intense des ramifications
I’emportant sur le bourgeon apical (P1. V : E).

La morphologie des microboutures a deux ramifications est modifiée, la forme des feuilles
juvéniles s’¢loigne de la forme en écaille. Par contre le développement des apex axillaires
issus des microboutures a plusieurs ramifications se rapproche de la structure initiale des
feuilles.

Concernant la phase de multiplication en présence d’hormone, nos essais ont mis en évidence
I’efficacité de la BAP seule ou associée sur le développement des microboutures.
Cependant, la BAP a 0.4 mg/l seule est plus efficace sur le développement des
microbouturespar rapport a la combinaison hormonale (I’AIB 0.01 (mg/l) + BAP 1 (mg/l))

quelquesoit le type de la microbouture ensemencée.
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Planche VI : Microbouturesdu cypres du Tassili a deux ramifications ensemencées sur le
milieu MS a 0.4 mg /1 de BAP.

A : Microboutureau stade initial.

B : Microboutureprésentant un développement important des bourgeons apicaux a 9
semaines de culture.

C : Microboutureprésentant un allongement de toutes les écailles foliaires formées a
I’extrémité apicale.

D et E: Les microbouturesprésentant des écailles fortement allongées a 12 semaines de
culture.
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Planche V : Microboutures du cypres du Tassili a plusieurs ramifications ensemencées sur milieu MS
aditionné de 0.4 mg/1 de BAP.

A : Microbouture au moment de I’ensemencement, état initial.

B : Microbouture aprés 3 semaines de culture, développement des bourgeons axillaires avec
¢longation des écailles foliaires.

C : Microbouture apres 6 semaines de culture, débourrement d’autre bougeons axillaires (fléches).
D : Microbouture aprés 9semaines de cultures, développement de tous les bourgeons axillaires.

E : Microbouture aprés 12 semaines de culture, développement trés important des bourgeons
initialement débourrés.
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Nos résultats sont similaires a ceux de Lebtahi (2009) sur le cypres du tassili cultivé sur MS
additionné a 0.4 mg/l BAP. Ruzic et Vujovic (2008), affirment que les meilleurs
parametresde la multiplication ont été obtenus avec la concentration de 1 mg/l de BAP et 0.1
mg/l de AIB pour la variété de la cerise douce (Prunus avium L.).La concentration a 4 mg /1
de BAP semble efficace pour la prolifération des pousses de Prunus cerasuset Prunus
munsoniana (Dalzotto et Docampo, 1997).Hamlat (1995) affirme que quelque soit I’origine
de I’explant, la BAP est plus efficace que la kinétine dans le débourrement des bourgeons.
Haicour (2002) signale que le milieu MS pourvu des concentrations de BAP comprises entre
0.5 et Img/l, en présence de 0.01mg/l d’ANA stimule la formation des bourgeons sur les
microboutures de Sequoiadendrongigonteum.

Mansseri-Lamrioui (2011) affirme que la BAP a 2 mg/l présente le coefficient de
multiplication le plus élevé, ainsi qu'une meilleure qualité des vitro-plants chez Prunus.

En outre, nous avons eu un meilleur débourrement avec les microboutures a deux
ramifications comparativement aux microbouturesa plusieurs ramifications. Nous suggérons
que chez les microbouturesa plusieurs ramifications les taux d’hormones endogenes
sontélevés s’exprimant d’une fagon néfaste sur le débourrement des bourgeons. D’ailleurs,
Cornu et Dalet (1987) ont constaté que les plus faibles pourcentages de débourrement et de
développement des pousses de Merisier sont dus aux fortes concentrations de BAP qui les
inhibent.

Par ailleurs, nous avons obtenus rarement la formation de cals petiolairesa la base des
microboutures a deux ramifications. Ces cals peuvent réduire le débourrement des
microboutures. Dans les cas observés, ils ont méme tendance a envahir progressivement le
bourgeon, inhibant de la sorte ses possibilités d’évolution (Dumanois et al, 1986)

En ce qui concerne, le repiquage des microboutures sur MS riche en auxines a 4mg/l de AIB
n’affiche aucun résultat positif sur 1’enracinement, cela peu étredu a 1’accumulation des

produits phénoliques empéchant I’induction de la rhizogenése.
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4-Analyse statistique
4.1-Concernant les taux moyens de reprise

Tableau n° 6: Taux moyens de reprise par condition expérimentale

Milieu Totaux
Type GA MS MS/2 DKW Par type de
bouture boutures
Juvéniles 11.11 27.77 B 05.55 14.81
Adultes 30.55 38.88 19.44 _ 29.63
Totaux par
milieu 20.83 11.11 19.44 05.55 23.61

Les taux de réussite moyens obtenus, sont représentés dans le tableau ci-dessus. Nous
constatons que le taux moyen de reprise par condition expérimentale est de 23.61%
représentant 53/216 de I’ensemble des 6 essais réalisés.

Le meilleur taux de débourrement (réussite) de 50 % est obtenu avec des microboutures
adultes dans les milieux MS alors que les plus faibles taux de réussite sont obtenus chez les
microboutures juvéniles avec les milieux de culture DKW et GA.

L’analyse de la dispersion des taux de réussite, fait apparaitre des variations élevées de
13.69% et de 11.78 respectivement dans les milieux GA et MS, ainsi que pour les 2types de
boutures (14.81 % pour les boutures juvéniles et 13.24 % pour les boutures adultes).

La variance moyenne étant de 7.97% avec une erreur relative commise de 21.45%, erreur
supérieure au seuil biologiquement admis (12%). Ceci pourrait €tre du a la différence d’age
des microboutures utilisées et leurs taux d’hormones endogenes.

Par conséquent, ’homogénéisation du matériel végétal doit étre plus poussée et le nombre de

microboutures doit étre augmentg.
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- Par ailleurs, La répartition des taux de reprise obtenus par condition expérimentale

suit une distribution normale (Test de Normalité), (fig. 18).
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Figure 18 : Distribution de fréquence des taux moyens de reprise.

En effet, le test de normalité révele que 91.66% des essais réalisés présentent des résultats
situés dans I’intervalle (23.61+ 7.97), avec une asymétrie a gauche (coefficient d’asymétrie
positif), ce qui est indicateur de la possibilit¢ d’amélioration des taux de réussite par
diversificationdes conditions expérimentales. En effet, 44.44% des résultats obtenus sont

inferieurs au taux moyen de réussite estimée.

4.2 - L’analyse de la variance concernant les deux milieux (MS. GA)et les deux types de
boutures :

Tableau 7: d’analyse de la variance des taux de reprise

Sources de variation DDL | SCE CM Fobs Fine
Facteur milieu 01 468.27 468.27 4.26 5.32
Facteur boutures 01 669.68 669.68 6.09

Interactions 01 83.57 83.57 <01

Var. résiduelle 08 879.32 109.92
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L’analyse de la variance (modele aléatoire) a permis de montrer I’absence de différence
significative entre les milieux de culture (Fréquence observée estimée a 4.26 inferieure a la
fréquence théoriqueégale a 5.32) et de leurs interactions avec le type de microboutures
utilisées (F observé inférieur a 1).

Par contre, celle-ci arévélé des différences significatives entre les types de microboutures
utilisés (Fréquence observée estimée a 6.09,supérieure a la fréquence théoriqueégale a 5.32)
au seuil d’erreur de 5%.

Le coefficient de wvariation résiduelle (CVg), estimé a 47.21 % dépassant la norme
biologiquement admise de 10 %, atteste que I’importance de la variabilité des résultats, ne

permet aucune conclusion sur I’effet des milieux.

4.3 -Comparaison entre les deux milieux MS/2 et DKW : (Test de Student)

19-5.55 13.89
Tobs = = =2.40
\/30.87-2.58  5.78

2.40 >Tye (2.132)

Le test de Studenta permis de montrer des différences significatives entre les deux milieux

associés aux types de boutures, ce qui implique que le milieu MS/2 serait plus efficace dans

95% de cas au moins.

4.4 -Effet des hormones et de la taille de la microboutures :

Tableau 8 : Comparaison des hormones et de la taille des microboutures :

&
Effet de ’hormone :
MS + 0.4 mg /1 BAP et de MS + 0.01 mg/l AIB+ 1mg/l BAP 0.875
Effet de la morphologie de I’explant :
MS + 0.4 mg /I BAP (PR) et MS + 0.4 mg /l BAP (2 R) 0.22
Effet de ’absence de 1’auxine :
MS + 0.4 mg /1 BAP et de MS + 0.01 mg/l AIB+ 1mg/l BAP 0.875
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La comparaison des résultats obtenus dans les différentes conditions expérimentales, par
I’utilisation de la méthode de I’écart-réduit n’a pas montré de différences significatives,

concernant les effets de I’hormone, ainsi que de la taille des microboutures.

4.5 -Relation entre le nombre de rameaux allongés et le bourgeonnement :

Tableau 9 : Relation entre I’¢longation (x)e t le débourrement (y)

r r Nature de la relation
Essai 1l :
MS+0.01 mg/l AIB+ 1mg/l BAP | +0.74 0.5476 Relation positive forte
Essai 2: (2 ramifications)
MS+ 0.4 mg /1 BAP +0.85 0.7225 Relation positive tres forte
Essai 3 : (plusieurs ramifications)
MS +0.4 mg /1 BAP +0.91 0.8281 Relation positive forte

La relation entre la taille de la microbouture et sondébourrement, sous les différentes
conditions a été appréciée par 1’estimation des coefficients de corrélation. Il en résulte une
synergie d’évolution de ces deux caractéres (proche de +1). A cet effet, le taux de
bourgeonnement pourrait étre expliqué a 54.76%, a 72.25% et a 82.81 % par 1’allongement

des microboutures respectivement dans les essais 1, 2 et 3.
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1I- ETUDE DES MYCORHIZES
1- Morphologie racinaire

L’observation morphologique globale du systéme racinaire des plantules du cypres de
Tassili Cupressus dupreziana A. Camus agées de 1 et 3ans a montré un type racinaire
mixte. En effet, le systéme racinaire présente d’une part, deux racines secondaires €paisses
produites au dessous du collet a croissance horizontales avec des ramifications qui font penser
au systéme fasciculé (Pl. VI : A et B). D’autre part, un systéme racinaire avec un axe principal
beaucoup plus épais partant du collet a croissance verticale en pivot, qui se ramifie en racines
d’ordre secondaire qui émettent a leur tour des racines d’ordres tertiaires puis quaternaires
(P1. VI: C).

Nous avons cependant, noté une particularité concernant certaines racines d’ordre
secondaire. En effet, nous avons observé une seule racine secondaire trés longue et fine par
rapport aux autres racines secondaires du méme ordre. Elle se ramifie jusqu’au 4éme ordre
comme la grande majorité des racines. Contrairement aux autres racines secondaires, celle-ci
subit une croissance verticale trés importante parallélement au pivot.

L’observation du systéme racinaire a I’ceil nu et a la loupe stéréoscopique nous a permis de
constater 1’absence de poils absorbants. Nous avons aussi constaté des racines d’ordres
tertiaires et quaternaires relativement longues, épaisses et molles. Ces racines se présentent
sous différentes couleurs : certaines sont de couleur jaunes translucides assez courtes
charnues, d’autres sont de couleur orange et d’autres encore sont de couleur marron de
différentes longueurs (Pl. VI: D, E, F, G, H). Leur aspect charnu et leur différentes couleurs

nous ont laissé penser qu’il pourrait s’agir d’ectomycorhizes simples ou d’ectendomycorhizes.

Ces résultats sont en contradiction avec ceux obtenus par ABDOUN (2002), qui a fait
ses observations au Tassili N’Ajjer sur de jeunes plantules de cypres du tassili couchées par
les crues et qui présentaient un systéme racinaire latéral trés développé, qu’elle a considéré
comme ¢étant fasciculé. Ainsi selon le méme auteur, cette espéce ne présente pas un systéme
racinaire mixte, ce qui est exceptionnelle pour une Gymnospermes. Par contre LAFERRER
(1993), dans son étude effectuée sur des plantules dgées de 2 ans produites au jardin
Botanique de Montpellier en France a signalé¢ la présence d’un pivot, qu’il a considéré
comme une racine plongeante peu ramifiée de 78 cm de longueur.

Nous supposons que le cypres du tassili dans son aire naturel devrait développer un systéme

racinaire mixte, pour pouvoir exploiter les couches superficielles du sol ainsi qu'un systéme
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pivotant qui va permettre non seulement de pomper I’eau a partir de la nappe phréatique mais
aussi de lui permettre de se fixer dans cet écosystéme particulier.

Il a été remarqué 1’absence de poils absorbants dans le systéme racinaire des plantules de
pépiniére (P1. VII : A) et dans celui des arbres de ’arboretum de Baraki. Cependant ils sont
observés dans les fragments racinaires prélevés dans la mycorhizosphere des arbres adultes
de ’arboretum de Bainem (P1. VII : B).

Il nous est difficile d’expliquer la présence des poils absorbants des fragments racinaires
d’arbres de I’arboretum de Bainem et leur absence dans les racines des plantules ¢élevées en
pépinicres et celles des arbres de I’arboretum de Baraki. Les poils absorbants observés sur les
racines des arbres de Bainem ont une structure inhabituelle, ils sont curieusement organisés
sur toute la longueur de la racine. La question qui se pose est de s’avoir si vraiment se sont
des poils absorbants ou tout simplement des poils d’ornementation ? L’autre question qui
s”’mpose s’agit- il vraiment de racines d’arbres du cypres du tassili, ou tout simplement les
racines de jeunes plantules d’une espéce d’Acacia sp. (Mimosa a fleur jaune) qui croissaient
aux pieds des arbres de I’arboretum de Bainem? Et a ce moment il s’agirait d’une erreur

d’échantillonnage de notre part. Ce qui serait plus plausible.

Si I’absence de poils absorbants était généralisée méme chez les arbres de Bainem, nous
pourrons suggérer que le systéme racinaire du cypres du tassili est du type magnoloide
proposé par CRONQUIST (1968). Ce caractére montre la dépendance du cyprées de tassili a la
mycorhization pour I’absorption des éléments minéraux. En effet, BAYLIS (1975) a
rapporté que les plantes qui présentent des racines de type magnoloide, c’est-a-dire des
racines épaisses avec peu ou sans poils absorbants, tendent & montrer une colonisation
mycorhizienne a arbuscule (MA) plus importante et une dépendance plus grande que celles
ayant des poils absorbants et des racines fines et longues.

JOHNS (1980) a vérifié la théorie émise par BAYLLIS (1975) sur 89 espéces forestiéres
brésiliennes. Il a constaté que le systéme racinaire magnoloide était prédominant chez les
especes étudiées et qui étaient toutes mycorhizées.

Selon BAYLIS (1975), au cours de 1’évolution, il semblerait que la diminution des poils
absorbants s’est déroulée avec un transfert de la fonction des poils absorbants au mycélium du
CMA. Ce transfert de fonction semble avoir lieu dans un environnement ou le phosphore était
difficilement accessible pour la plante, comme c’est le cas des plantes des écosystémes
désertiques, habitat naturel du cypres du tassili. Le mycélium du CMA semble plus efficace

que les poils absorbants en raison de sa capacité d’explorer un volume de sol plus important.
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De plus, le mycélium n’a pas de seuil limite d’absorption du phosphore, comme c’est le cas
de toutes les plantes, il peut mettre le phosphore en réserve sous forme de poly phosphates. 11
est aussi capable de le mettre a la disposition de la plante en cas de besoin. Par ailleurs, le
mycélium peut avoir plus facilement accés aux formes de phosphore les moins solubles
présentes dans le sol.

L’observation morphologique détaillée des racines longues charnues, molles et colorées des
différents systémes racinaires €tudiés, nous a permis de douter fortement de la présence
d’ectomycorhizes ou d’ectendomycorhizes dans le systéme racinaire aussi bien des jeunes
plantules de pépinicres (agées de 1,3 et5 ans) que dans les racines prélevés au niveau d’arbres
relativement agés (17 et 34 ans) des deux arboreta de I’INRF. Pour confirmer ces observations
nous avons jugés utile de réaliser des coupes histologiques semi-fines transversales et

longitudinales.

2 - Coupes histologiques

L’observation, des coupes semi- fines des racines particulieres de différentes
couleurs citées dans le paragraphe précédent ainsi que les autres racines d’ordres tertiaires et
quaternaires des plantules et des arbres considérés dans ce travail, a confirmé de facon
définitive 1’absence d’ectomycorhizes et d’ectendomycorhizes du systéme racinaire du cypres
du tassili Cupressus dupreziana A. Camus.
En effet, les différentes coupes transversales et longitudinales colorées au bleu de trypan
par la technique de Philips et Hayman (1970) révelent 1’absence des structures relatives aux
ectomycorhizes et au ectendomycorhizes, telles que le manteau fongique quelque soit son
¢paisseur, le réseau de Hartig et les pelotons d’hyphes intracellulaires dans les cellules du
parenchyme corticale.
L’assise subéreuse est bien évidente, colorée en brun particulierement sur la paroi externe
suberifiées qui apparait plus épaisse (Pl. VII: C, D, E et F). L’absence du réseau de Hartig
nous a permis d’observer clairement les ponctuations, au niveau des parois cellulaires du
parenchyme cortical. Nous avons aussi observé la présence de conidies aussi bien au niveau
de la paroi externe de 1’assise subéreuse que dans les espaces intercellulaires et
intracellulaires et méme dans les méats du parenchyme cortical. Nous avons également
observé deux types de mycéliums : L’un fin hyalin septé qui semble produire des conidies
claires et 1’autre large foncé septé aussi qui semble produire des conidies foncées (P1. VIII :

A, B, C, D). Les deux pourraient étre formés par des endophytes.
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La présence de tanins est observée aussi bien dans les cellules de 1’assise pilifére que dans

les cellules du parenchyme cortical (P1. IX : A et B)

Le mycélium foncé septé pourrait correspondre a celui observé par Jumpponen (2001),
Peterson et al, (2004) et Peterson et al, (2008), qu’ils nomment endophytes foncés septés
(EFS). Par contre, le mycélium clair peut correspondre a I’endophyte observé par Yu et al.,
2001 qui peut produire dans certaines conditions des conidies intra radiculaires (Peterson et
al., 2004). Selon ces auteurs, le mycélium foncé est un mycélium stérile. Cependant, le
mycélium que nous avons observé semble produire des conidies intra radiculaires de la méme
couleur foncée.

La présence des tannins peut étre expliquée comme une réaction normale de la plante suite a
la présence intracellulaire des endophytes et des CMA, dont la présence est mise en évidence
dans la grande majorité¢ des racines échantillonnées. Il s’agit de polyphénols sécrétés par la

plante comme premiére réaction de défense.

3-Observation et mise en évidence de ’infection mycorhizienne a arbuscules
3.1- dans les coupes histologiques

Dans la grande majorit¢ des coupes histologiques transversales et longitudinales
¢chantillonnées nous avons mis en évidence la présence de mycorhizes a arbuscules. La
présence d’arbuscules intracellulaires est observée dans de nombreuses coupes aussi bien des
fragments racinaires des plantules de la pépinic¢re que ceux des arbres des arboreta de Bainem
et Baraki (Pl. IX: C, D, E). On y observe aussi trés clairement la présence de nombreux

enroulements d’hyphes et méme un point d’entrée (Pl. X : B).

3.2- Dans les fragments racinaires écrasés:

L’observation des fragments racinaires prélevées durant les deux saisons automne et
printemps, écrasées et colorées au bleu de trypan par la technique de Philips et Hayman
(1970), nous a permis de mettre en €vidence la présence de mycorhize a arbuscule. Ces
résultats ce sont vérifier aussi bien chez les plantules cultivées en pépiniére jusqu'aux racines
prélevés dans la rhizosphére des arbres de Bainem agés de 17 ans et ceux de Beraki agés de
34 ans.

Dans la mycorhizosphére les hyphes fongiques se ramifient abondement en entrant en contact

avec les cellules les plus externes du rhizoderme de la racine héte. Le contact de I’hyphe est
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suivi d’une adhésion puis de la formation d’un appressorium a partir duquel se développera la
phase de colonisation de la plante hote.

La pénétration de I’hyphe a I’intérieur du cortex racinaire peut se faire de différentes

manicres. Cette pénétration peut s’effectuer soit entre deux cellules épidermiques, soit
directement a travers la paroi squelettique de la cellule rhizodermique comme on le voie tres
bien dans une des coupes histologiques (Pl. X : B).
A Dintérieur des racines les hyphes fongiques se ramifient et s’étendent surtout au niveau du
parenchyme cortical. Nous avons observé des hyphes avec différentes voies de
cheminement : La voie intercellulaire et intracellulaire. Nous avons aussi observé des hyphes
avec différents diametres, assez gros dans I’espace intracellulaire, et des hyphes a diamétre
réduit dans 1’espace intercellulaire formant a leur extrémité des vésicules (Pl. X: C,D,E).

A Dintérieur des cellules, les hyphes fongiques se ramifient pour former des arbuscules.
Nous avons observé des arbuscules qui different par leurs aspects et leurs troncs. Ils peuvent
se présenter avec un seul tronc et des ramifications importantes occupent toute la surface

cellulaire (Pl. XI : A et B).

Les hyphes pénétrent également en quantité¢ importante dans les cellules du cortex
pour former des enroulements (Pl. XI: C et D).
Nous avons observé des vésicules en nombre important ovales, rondes grandes et petites. Ces
structures se forment aussi bien dans les cellules intracellulaires ou elles apparaissent bien
grandes que dans les espaces intercellulaires du parenchyme cortical (Pl. X : E). Ces
structures ne se forment qu’apres la sénescence et la résorption des arbuscules.
Pour le mode de colonisation des champignons MA nous avons pu observer le type
morphologique Paris qui est représenté par des enroulements d’hyphes dans les espaces
intracellulaires (Pl. X : A). D’un autre coté, nous avons observé la formation d’arbuscules
dans les cellules du cortex, caractéristique du premier type Arum ou Arum A (Pl. XI: A).
Nous avons aussi constaté la présence d’hyphe intercellulaire a partir duquel partent deux
branches dont chacune se ramifie dans deux cellules adjacentes, caractéristique du second
type Arum ou Arum B. Dans le méme fragment racinaire nous avons également observé des
enroulements d’hyphes dans les espaces intracellulaires, caractéristique du type Paris (P1. XI :
B). Nous avons déduits qu’il s’agit d’un type mixte Arum B et Paris ensembles. Ainsi nous
pourrons dire que dans le cypres du tassili, il existe le type Arum A et le type mixte Arum B-

Paris.
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Nous avons également observé la présence dans un fragment racinaire un endophyte a
mycélium foncé septé avec des conidies de la méme couleur a coté d’un enroulement d’hyphe
intracellulaire du mycélium des CMA (PL. XI : E). Ceci montre que les champignons peuvent

étre associés.

Les observations des fragments racinaires écrasées et des coupes histologiques du systeme
racinaire du cypres du tassili prélevés aux niveaux des plantules dgées de 1, 3, et 5 ans, ainsi
que des arbres agés de 17 ans et 34 ans, quelque soit la saison de prélévement révelent la
présence de mycorhizes a arbuscules.

La présence d’arbuscules s’est manifestée au niveau des plantules et des parcelles
d’études. Il s’agit de structures bien visibles au microscope optique, ils sont trés ramifiés,
résultant d’une dichotomie répétée, nommeées par Gallaud (1905) arbuscules. En effet, les
arbuscules représentent les points fonctionnels entre les deux symbiotes (Gianinazzi,
Gianinazzi et Peterson 1982) et reflétent le mieux les potentialités d’échanges symbiotiques
de I’association MA en place (Harly et Smith 1983). Harrison (1999) confirme que cette
interface cellulaire est considérée comme le site d’échange bidirectionnel des éléments
nutritifs entre les deux symbiotes. La durée de vie des arbuscules se limite a quelques jours,
aprés ils deviennent sénescents et se dégradent en laissant la cellule intacte et capable
d’intégrer un nouvel arbuscule (Sandres, 1974, Brundrett et al., 1996, Harrison, 1999).Cette
sénescence n’affecte pas la progression du CMA qui se poursuit tout au long de la racine en
croissance ( Jacquelinet et Jeanmougin, 1987).

Dans la plus part des cas, aprés leur résorption, les arbuscules sont remplacés par de
nombreuses vésicules.

Les vésicules sont des structures riches en gouttelettes lipidiques, elles joueraient le role
d’organes de réserve. Nous avons constaté¢ une grande quantit¢ de vésicules dans tous les
fragments racinaires observés. Ce constat montre que, les espéces de champignons
mycorhizogeénes existantes dans le systéme racinaires des plantules de Cupressus dupreziana
A. Camus doivent faire partie de groupes de CMA qui produisent des vésicules dans les
tissus des racines hotes. Alors qu’il existe d’autres espéces qui produisent des vésicules dans
la phase mycorhizosphériques uniquement appelées vésicules auxiliaires que nous n’avons
malheureusement pas observées.

Il reste & comprendre le role des enroulements d’hyphes dans les échanges bidirectionnels.
Nous supposons que les enroulements d’hyphes joueraient eux aussi le role d’organes de

réserves du phosphore sous forme de poly phosphates.
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Ces résultats sont similaires a ceux de CHAFI (1992) sur Cupressus sempervirens
dans la zone aride algérienne de Naama, de Duponnois ef al., (2002) et d’Ouahmane et al,
2007 sur Cupressus atlantica au Maroc dont les résultats montrent que la croissance de cette
espece est trés dépendante de la présence des CMA. Ces résultats confirment donc la présence
des MA dans le systeme racinaire des différentes especes de cypres, présents dans les régions
méditerranéennes.

La présence des deux champignons endophyte et CMA chez le cypres de tassili confirme les
résultats de Currah 1997 et Peterson et al., 2004 qui signalent I’association symbiotique entre
les deux types de champignons. Selon ces mémes auteurs les endophytes sont rencontrés dans
de nombreuses especes végétales, le plus souvent formant des symbioses avec des
champignons mycorhizogénes notamment les CMA. D’aprés Carrol 1986 et Berube 2007, les
endophytes peuvent comme les champignons mycorhizogénes aider les plantes a assimiler

certains éléments minéraux comme 1’azote et le phosphore.

4- Récolte des propagules fongiques de la mycorhizosphére du cyprés de tassili

La méthode de tamisage humide, nous a permis d’isoler des spores de champignons
mycorhizogenes a arbuscules présents dans la mycorhizosphére des différentes plantules de la
pépiniére de Bainem et de celle de ’arboretum de Bainem. Nous avons constaté une grande
diversité de spores de différentes formes, dimensions et couleurs.
Dans la mycorhizosphére des plantules agées d’une année, il n’y avait pas une grande
diversité. Nous n’y avons pu observer que deux types morphologiques de spores différentes
organisées en grappe sur leur mycélium en une sorte de sporocarpe sans péridium (cluster).
Les unes sont de couleur hyaline blanchatre et les autres sont d’un brun clair mielleux (PI.
XII: A).

Nous suggérons que les spores isolées du substrat de ces plantules d’une année sont

des fructifications de deux especes différentes possiblement du genre Glomus. Notre
suggestion est basée sur le fait que se sont surtout les espéces du genre Glomus qui forment

des spores en grappe.

Dans le sol des plantules agées de trois ans nous avons pu observer une grande
diversité de spores, qui différent entre elles par leur taille, leur couleur, et leur aspect. Chaque
type était représenté par une grande quantité.

La plupart d’entre elles étaient regroupées en grappe dans des sporocarpes sans

péridium (ou cluster). Les unes €taient hyalines de couleur qui vire vers le beige (P1.XII : B),
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d’autres de tailles variables. Nous avons pu observer un sporocarpe contenant des spores tres
claires a paroi trés épaisse, portées par des structures circulaires a paroi aussi épaisse en
continuit¢ avec un hyphe suspenseur (Pl. XII: C). Il s’agit probablement d’espéce de
champignon mycorhizogeéne, mais que nous sommes incapable d’identifier.

Les spores solitaires sont de taille variable et de couleurs relativement différentes.
En effet certaines spores sont de grandes tailles (Pl. XIII: A) a parois peu épaisse et de
couleur orange évidente alors que d’autres a paroi trés épaisse et de taille un peu moins
importante et dont I’hyphe suspenseur est évident (P1 .XII : C).Ce qui montre bien qu’il s’agit
d’especes différentes.

D’autres spores solitaires possédaient des hyphes suspenseurs bien visibles (P1. XII :
C et D). Elles sont de couleur variant du brun a paroi pluristratifiée dont les strates sont non
soudées entre elles, de petites tailles (Pl. XII:D) au brun trés foncé presque noire a paroi a
strates soudées et de grande taille (Pl. XII: E). La plus part des spores que nous avons pu
isoler aussi bien celles regroupées en sporocarpes (cluster) des figures des Planches XII :A
et :B, que celles retrouvées solitaires des Planches XII:D et planche XIII :B, peuvent
appartenir a différentes espéces de I’ordre des Glomérales, famille des Glomeraceae, genres
Glomus groupe A ou B selon la classification proposée par Schubler et al. (2001).Notre
suggestion est basée sur le fait que les spores de ce genre présentent différents types
d’organisation de leurs hyphes suspenseurs, toujours persistants apres la maturité des spores,
et parce qu’ils sont en continuité avec la paroi (Gerdemann et Nicholson 1963, Mosse et
Bowen 1968, Hall 1977).
Le second critére qui a permis de les classer dans ce genre est le fait que la plus part
produisent des spores aux extrémités des hyphes. Il y a aussi le fait qu’elles peuvent étre selon
les especes regroupées en vrais sporocarpes avec péridium ou en grappe, ou alors solitaires.

D’autres spores solitaires dont certaines présentent un hyphe suspenseur bulbeux et
une taille assez importante (P1. XIII : C), caractére qui nous permet de suggérer qu’il s’agit
bien de différentes espece du genre Gigaspora dans la classification de (Schiibler et al.,
2001) dans I’ordre des Diversisporales, famille des Gigasporacées genre Gigaspora.

Du sol prélevé de la rhizospheére de I’arboretum de I’INRF de Bainem, nous avons
isolé une grande quantité de spores solitaires ou regroupées en grappe, identiques a celles
isolées des substrats des plantules agées de 3 ans. Certaines spores particuliérement les spores
solitaires n’ont été rencontrées que dans ce sol (Pl. XII : E) cette espece semble appartenir au

genre Glomus.
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D’apreés Giovannetti et Gianinazzi-Pearson (1994) chez les CMA le nombre, la forme, la
couleur et I’ornementation de la paroi varient considérablement entre les espéces du méme
genre.

Nous avons observé un mycélium foncé septé cloisonné, aussi bien dans le sol des plantules
de la pépinicre ainsi que dans le sol de I’arboretum de Bainem. Il a un diameétre relativement
important et présente des crochets courts qui pourraient correspondre a des structures de
reproduction sexuée. Ce mycélien semble produire des exsudats sous forme de gouttelettes
tout au long de sa paroi. Il pourrait correspondre a I’endophyte foncé septé (EFS ou DES en
anglais) que Peterson et al., 2004 ont décrit. D’autant plus que leur endophyte comme le notre

produit des exsudats sur sa paroi (Pl. XIII : D et E).
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Planche VI

Organisation du systéme racinaire et recherche d’ectomycorhizes du
cypres de tassili Cupressus dupreziana A.Camus.

Figure A : Racine horizontale (téte de fleche) d’une plantule dgée de trois ans. A.P.N.Gr x36.
Figure B : Systéme racinaire d’une plantule dgée de 3ans présentant un systéme racinaire

mixte, deux racines horizontales (té€te fléche) et une racine en pivot (fleche).
A.P.N. Gr x36

Figure C : Systéme racinaire d’une plantule agée d’une année présentant un systéme racinaire
en pivot (fleche) avec des ramifications. A.P.N. Gr x36

Figures D, E, F, G et H: Organes soupgonnés comme ¢tant des ectomycorhizes ou
ectendomycorhizes (fleches), provenant: D et H-d’arbres agés de34ans
(arboretum Baraki) ; E et G- arbres agés de 17 ans (arboretum de Bainem) et F-
plantule agée de 3 ans (pépiniere de Bainem). L.S.Gr x56,5.

A.P.N.= Appariel Photo Numérique manuel
L.S.= Loupe Stéréoscopique

M.P.= Microscope Photonique
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Planche VII
Histo-anatomie de différentes coupes transversales

de racines du Cupressus dupreziana A. Camus.

Figure A : Aspect externe de racine sans poils absorbant de plantules. .L.S. Gr x 56,5.

Figure B : Racine présentant des poils absorbants ou ornementaux ? D’arbre (arboretum de
Bainem). L.S. Gr x56.5

Figure C: Coupe transversale d’une racine sans poils de plantule agée de 3 ans montrant
I’absence d’ectomycorhizes et d’ectendomycorhizes (pas de manteau fongique
ni de réseau de Hartig), présence de champignons mycorhizogenes a arbuscules
(CMA). M.P. Gr x 40

Figure D: Vue générale d‘une racine sans poils d’un arbre (arboretum de Baraki), montrant
1‘absence d’ectomycorhizes et d’ectendomycorhizes. M.P.Grx100.

Figure E et F: Vue générale et détail d’une racine avec poils ? D’un arbre (arboretum de
Bainem) montrant absence d’ectomycorhizes et d’ectendomycorhizes, CMA
trés évidant sur les deux photos (fleche). M.P. respectivement Gr.x100 et

Gr x250.
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Planche VIII

Histo-anatomie de différentes coupes transversales

Et longitudinales de racines du Cupressus dupreziana A. Camus.

Figure A : Portion du cortex racinaire (assise subéreuse et cellules du parenchyme cortical)
Hyphe foncé septé dans assise subéreuse (fleches), conidies foncées intracellulaires
dans les cellules subéreuses (té€te de fleche) et dans le parenchyme cortical (téte de
fleche) des plantules de 3ans.(Coupe transversale). M.P.Gr x 400.

Figure B : Détail des cellules du parenchyme cortical de la coupe précédente, conidies dans
les méats (téte de fleche) et ponctuations dans paroi évidentes (fleche). Structures
intracellulaires de CMA. (Coupe transversale). M.P.Gr x 1000.

Figure C : Hyphe foncé septé dans le cortex sur toute la longueur de la racine (fleche) arbre,
de 17 ans(Bainem). (Coupe longitudinale). M.P.Gr x 400.

Figure D : HypheS hyalins septés avec conidies de la méme couleur, dans le cortex racinaire,
arbre de 34 ans (Baraki) (Coupe transversale).P.M.Gr x 400.
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Planche IX

Coupes Histo-anatomiques transversales et longitudinales de racines du
Cupressus dupreziana A. Camus.

Figure A: Présence de tanins dans les cellules corticales racinaires, arbre de 17 ans (Bainem).
(Coupe longitudinale). M.P.Gr x 100.

Figure B : Présence de tanins au niveau des cellules racinaires, arbre de 17 ans(Bainem).
(Coupe transversale). M.P.Gr x 100.

Figures C. D et E : Arbuscules intracellulaires en sénescence (fléches) dans les cellules du
parenchyme corticale racinaire respectivement de plantule de 3ans (C, coupe
transversale), d’arbres de 34 ans (Baraki) et 17 ans (Bainem) (D et E coupes
longitudinales). M.P. pour les 3 photos Gr x 400.
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Planche X

Coupes Histo-anatomiques et fragments racinaires écrasés.

Figure A : Enroulement d’hyphe dans cellules corticales de la racine d’arbre de 34ans
(Baraki). (Coupe longitudinale). M.P. Gr x 400.

Figure B: Point de pénétration d’un hyphe CMA (fléche) dans une cellule du tissu de
protection racinaire et formation d’enroulement d’hyphe dans les cellules
corticals périphériques (téte de fleche). Racine de plantule de 3ans (Bainem).
(Coupe longitudinale). M.P.Gr x 100.

Figure C : Mycélium de CMA intercellulaire (fleche) et intracellulaire (téte de fleche) dans
les cellules corticales d’une racine d’arbre 17 ans de (Baraki). (Ecrasement).

M.P. Gr x 100.

Figure D : Mycélium de CMA intracellulaire dans les cellules corticales d’une racine. Arbre
agé de 17 ans (Bainem) (Ecrasement). M.P.Gr x 400.

Figure E : Vésicules intracellulaires (téte de fleches) et intercellulaires (fleche) dans les
cellules corticales, Arbre agé de 34 (Baraki) (Ecrasement) M.P.Gr x 100.
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Planche XI

Fragments racinaires écrasés.

Figure A : Hyphe mycélien intercellulaire dont le tronc pénétre dans la cellule pour se
ramifier en arbuscules (arb) : Type morphologique le premier type Arum A
dans une racine de plantule agée de 3 ans (Bainem). M.P.Gr x 1000.

Figure B: Hyphe Mycélien intercellulaire (fleche) dont le tronc se ramifie (téte de fleche)
pour former deux arbuscules (arb) dans deux cellules adjacentes : Deuxiéme
type morphologique Arum B. Enroulement d’hyphe (fleche blanche)
remplissant toute la cellule corticale : Type morphologique Paris. Racine
présentant un type morphologique mixte. Plantule 4gé de 3 ans (Bainem).
M.P.Gr x 400.

Figure C : Nombreux enroulements d’hyphes intracellulaires, dans une racine d’arbre de 17
ans. (Bainem)M.P. Gr x 400.

Figure D: Nombreux enroulements d’hyphes intracellulaires (en hy) et mycéliums
intercellulaires (my in), racine d’arbre de 34 ans (Baraki). M.P.Gr x 400.

Figure E: Dans la méme racine présence de I’endophyte a Hyphe foncé septé (téte fleche)
et du CMA formant des enroulements d’hyphes intracellulaires. Racine d’arbre
de 34 ans (Beraki). M.P.Gr x 400.
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Planche XII
Propagules isolées de la mycorhizosphére des plantules du cypres du tassili

Cupressus dupreziana A. Camus.

Figure A : Spores regroupées en grappe sans peridium (cluster) de couleur variant du blanc
hyalin jusqu’au brun clair mielleux, isolées de la mycorhizosphére des
plantules agées d’une année. (Plantules Bainem). M.P. Gr x 250.

Figure B: Spores regroupées en grappe de tailles variables, de couleur variant de différents
tons de beige. Plantules de 3 ans. (Plantules Bainem). M. P. Gr x 150.

Figure C: Détail d’une spore prélevée d’une grappe, de couleur claire, paroi trés épaisse,
présence d’une structure circulaire liée a la spore, a paroi aussi épaisse, en
continuité avec 1’hyphe suspenseur de la spore. Plantules de 3 ans. (Plantules
Bainem). M.P. Gr x 2500.

Figure D : Spore solitaire a hyphe suspenseur évident, de couleur brune, de petite taille. A
paroi pluristratifiée dont les strates non soudés. Plantules de 3 ans. (Plantules
Bainem). M.P. Gr x 1000.

Figure E: Spore solitaire a hyphe suspenseur visible, de couleur trés foncée presque noire de
grande taille a strates soudés. M.P. Gr x 1000.

Figure F : Spore solitaire a hyphe suspenseur évident, a paroi trés épaisse, de couleur brune
orangée. Plantules de 3 ans. (Plantules Bainem). M.P. Gr x 1000.
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Planche XIII
Propagules isolées de 1a mycorhizosphére du cypreés du tassili

Cupressus dupreziana A. Camus.

Figure A : Spore solitaire de grande taille a paroi peu épaisse de couleur orange. Plantules de
3 ans. (Plantules Bainem). M.P. Gr x 1000.

Figure B : Spore solitaire de taille relativement grande a paroi peu épaisse de couleur brune.
Détail de la structure particuliere de I’hyphe suspenseur. Arbre de 17ans
(arboretum Bainem). M.P. Gr x 2500.

Figure C: Spore solitaire écrasée, de taille assez importante, a paroi pas trés €paisse, de
couleur brune a hyphe suspenseur bulbeux. Libération de gouttelettes
lipidiques (fleche). M.P. Gr x 1000.

Figure D : Hyphe pigmenté cloisonnée a diametre important et paroi épaisse (endophyte ?).
Présentant des crochets (vrilles) courts (fléches). M.P.Gr x 2500.

Figure E : Hyphe foncé septé présentant des exsudats sous forme de gouttelettes (fléche).
M.P. Gr x 2500.
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La multiplication in vitro par micropropagation est une alternative de propagation
conforme et rapide pour la multiplication du cypres du tassili. Au terme de cette étude nous
pouvons conclure que cette espece est récalcitrante. En revanche, les essais effectués nous ont
montré que cette espece peut étre cultivée in vitro.

Pour la désinfection de notre matériel végétal, le bichlorure mercurique a 0.5mg/l semble
étre le stérilisant le plus performent.

En réponse a la morphogénétique et a la croissance en condition in vitro des
microboutures mises en culture, nous avons déduit que le milieu et le type de microbouture
les plus adéquats restent le Murashige et Skoog (MS) et les microboutures qui sont issues de
pieds adultes.

En ce qui concerne la recherche de la balance hormonale pour la culture de microboutures,
la BAP a 0.4 mg/l donne une meilleure morphogeneése.

Nous concluons que en plus du milieu de culture et du type de la microbouture, il ya aussi
la morphologie (taille) de cette derniére qui rentre en considération :

Une microbouture a plusieurs ramifications ne donne pas obligatoirement un développement
important, ceci a été confirmé par le résultat obtenu. Les microboutures a deux ramifications
donnent un meilleur débourrement avec un pourcentage de 61.07%, comparativement a celles
avec plusieurs ramifications qui ne donnent que 56.25%.

L’¢étude morphologique du systéme racinaire du cypres du tassili des plantules Cupressus
dupreziana A. Camus a permis de constater qu’il est du type mixte, c'est-a-dire qu’il présente
a la fois des racines a développement horizontal et des racines a développement vertical en
pivot. Les deux types de racines se ramifient jusqu’a I’ordre quaternaire. Ce qui permet de
conclure que I’organisation du systéme racinaire du cypres de tassili est comme chez la
grande majorité¢ des Gymnosperme mixte.

L’observation de la morphologie des dernie¢res ramifications, des coupes anatomiques et
des fragments racinaires écrasés de cette espéce, aussi bien des plantules de pépinieére que des
arbres adultes a permis de constater de facon définitive que le cypres du tassili ne présente
pas ni ectomycorhizes, ni d’ectendomycorhizes, par I’absence évidente du manteau fongique,
du réseau de Hartig et méme de pelotons d’hyphes. Par contre nos observations nous ont
permis de mettre en évidence la présence de mycorhizes a arbuscules (MA) dans le systeme
racinaire de tous les individus considérés quelque soit leur age. L’existence de ce type de
mycorhize est d’ailleurs confirmée par ’isolement de la mycorhizosphére des sujets traités
une grande variété de spores formées de fagon caractéristique par les MA dans la phase extra

matricielle.
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Les résultats de notre travail montrent aussi pour la premicre fois chez le cypres du tassili
I’existence de deux types morphologiques d’infection (colonisation) par les champignons
mycorhizogeénes arbusculaires. Il s’agit de types Arum, et de types Paris. II a aussi été
observé un type mixte, Arum et Paris. Tous ces types morphologiques sont probablement
formés par différentes especes fongiques mycorhizogénes présentes dans la mycorhizosphére
et qui ont colonisé a la fois les racines, aussi bien des plantules que des arbres agés.

En effet, nous avons pu isoler de la mycorhizosphére du cypres du tassili aussi bien dans
le substrat des plantules élevées en pépinicres que dans le sol des arbres, une grande variété de
spores produites en solitaires ou regroupées en sporocarpes sans péridium (cluster). Ce qui
signifie que cette mycorhizosphére contient un grand nombre d’espéces de CMA qui sont
capables d’infecter le systéme racinaire du cyprés du tassili. Une tentative de classification
globale a été effectuée mais qui reste insuffisante.

Comme perspectives, il serait intéressant d’étudier les aspects suivants :

e Un dosage des hormones endogenes des microboutures du cypres de Tassil.

e Apres la maitrise de la technique de micropropagation du cyprés du tassili, qui
permettra la production en grande quantité de plants. La mycorhization pourrait alors
étre utile a différentes étapes de production de plantules. Par exemple au moment de
I’acclimatation ou encore au stade de leur adaptation dans la pépiniére, avant leur
utilisation dans le reboisement dans différents sites ; sachant que le cyprés s’adapte
bien a différents climats doux et pourquoi pas dans son climat d’origine dans le
Tassili ou ailleurs dans les régions désertiques. L’un des intéréts le plus important des
mycorhizes c’est justement leur application dans la lutte contre la désertification.

Les résultats obtenus dans ce travail concernent des plants jeunes ou relativement agés du
cypres du tassili élevés en dehors de son aire ou climat d’origine. Il serait peut étre utile
de faire une étude comparative avec des sujets qui se trouvent dans leur milieu d’origine
c’est a dire au Tassili N’Ajjer de différents ages y compris chez les trés vieux. Ils serait
trés intéressant de vérifier la flore fongique mycorhizogene a arbuscules et autre présente
dans la rhizosphére naturelle.

Ainsi les différentes souches fongiques isolées du milieu naturel et des différents milieux

d’adaptation pourraient étre étudiés pour identifier celles qui sont les plus efficaces sur la

croissance de plantules micro propagées. Elles seraient par la suite utilisées pour produire

assez d’inocula pour inoculer autant de plantules micropropagées qu’il ne faut.
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Résume
e T

Recherche des conditions adéquates pour la micropropagation du cyprés du Tassili
Cupressus dupreziana A. CAMUS et étude préliminaire des mycorhizes.

Mots-clés - Cupressus dupreziana A.CAMUS, culture in-vitro, hormone, milicu de culture,
morphogenése, mycorhize, rhizosphére.

Résumé : [ e cyprés du Tassili Cupressus dupreziana A.CAMUS constitue une des reliques
les plus remarquables dy monde végétal. Le probléme de |a multiplication par semis, dans les
conditions naturelles, a été observé par plusieurs auteurs, Ainsi, nous nous sommes intéresseés
a la propagation des microboutures par le biais de ]a culture in-vitro,

Les microboutures ont subi plusieurs tests de désinfection et soumises a différentes
concentrations. Le bichlorure mercurique 4 0.5mg /| pendant 5mn a donné le meilleur

Aussi la mycorhization des plants représente une alternative pour tenter de solutionner les
problémes pour lesquels le cyprés du Tassili est confronté. Ainsi des travaux préliminaires
mettant en évidence le type de mycorhize rencontré dans la rhizosphére de pieds adultes et
des plantules e

Search on the adequate conditions for the micro-spreading of the tassili cypress Cupressus
dupreziana A.CAMUS and preliminary study of mycorrhizas found in this specy.

Key words: Cupressus dupreziana A.CAMUS, in-vitro culture hormone,  culture environment,
morphogenesis, micorrhizae, rhizosphere,

Summery: The Tassili CYPress cupressus dupreziana A.CAMUS constitutes one of the most
remarkable replies of the vegetable world. Multiplication problem by seeds in natural conditions has
been observed by many authors. Thus, we have been interested in micro-cuttings spreadig through in-
vitro culture,



