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Introduction générale:

Contrairement au Nord de la Meéditerranée, les modéles de diversité et de
différenciation génétique des espéces ligneuses dans la partie sud qui comprend I'Afrique du
Nord sont plutét mal explorés (Nieto Feliner, 2014; Bouahmed et al., 2019). Cependant, des
études axées sur I'histoire de I'évolution des especes ligneuses de 1’ Afrique du Nord montrent
que le caractéere distinctif entre les populations algériennes, marocaines et tunisiennes émerge
de maniere récurrente. Dans les études sur la variabilité de I’ADNcp (ADN du chloroplaste)
de Quercus canariensis (Petit et al., 2002) et de Quercus ilex (Lumaret et al., 2002) et de la
diversitt d’ADNmt (ADN Mitochondrial) de Pinus pinaster (Burban et Petit, 2003), les
populations algériennes ont démontré un niveau d’haplotypes différents de celles des
populations marocaines ; une conclusion similaire est tirée pour Olea europea (Besnard et al.,
2002). En outre, les populations marocaines de Cedrus atlantica et Alnus glutinosa sont
également genétiqguement distinctes des populations algériennes (Terrab et al., 2008a; Lepais
et al., 2013). Les divergences révelées dans Alnus glutinosa inclut également des différences
dans le niveau de ploidie, comme les espéces marocaines affichant la tétraploidie par rapport a
la diploidie affichée par les populations algériennes et européennes.

Juniperus thurifera L. (genévrier thurifére) se disperse en Europe et en Afrique du
Nord, mais reste tres fragmenté (Gauquelin et al., 2002; Aymerich et Villar, 2013; Villar,
2013). La plus grande zone de distribution couvre les montagnes de la Péninsule Ibérique,
suivie par les régions du Haut Atlas et Moyen Atlas, avec une sous-population séparée dans
I'Anti-Atlas au Maroc (Gauquelin et al., 1999; Aymerich et Villar, 2013; Villar, 2013).
La distribution de cette espéce s’étend en Espagne par la colonisation des champs abandonnés
(Desota et al., 2010). Au-dela de la Péninsule Ibérique, I'espéce est considérée comme rare en
Europe et peut se trouver dans les Alpes du Sud, les Pyrénées et la Corse. En ce qui concerne
la gamme africaine des populations marocaines sont extrémement dégradées (Auclair, 1993;
Gauquelin et al., 1999, 2012), mais les populations les plus isolées et confinées de cette
espece sont les populations algériennes (Gauquelin et al., 1999; Gauquelin et al., 2012).

En Algérie, le genévrier thurifére est localisé uniquement dans six endroits, dans les
montagnes des Aures, qui sont la continuation orientale de la chaine des montagnes de I'Atlas
saharien et sont considérés comme l'une des 39 zones clés pour la biodiversité du nord
algérien (Beghami, 2013; Benhouhou et al., 2018). Les zones les plus peuplées indiquent
I'existence des peuplements relativement denses composées de 3500 a 8000 individus matures

(UCIN, 2001). En plus de la contraction des populations du genévrier thurifere en Afrique qui
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est due au climat, son déclin est strictement lié & la pression humaine. En premier lieux, il a
été diminué en raison de la surexploitation et de la récolte du bois utilisé comme combustible
depuis plusieurs millénaires (Gauquelin et al., 1999). En second lieu, le maintien d'un niveau
¢élevé d’élevage et la culture traditionnelle des paturages dans les pays méditerranéens, qui se
traduit par le surpaturage, est également un facteur important affectant le déclin des especes
en Algérie et au Maroc (Barbero et al., 1990). Le surpaturage et la coupe des branches ont un
effet négatif sur la capacité de régénération de cette espéce (Gauquelin et al., 1999). A I'neure
actuelle, toutes les populations algériennes souffrent d'un manque de régénération naturelle et
les individus agés prévalent dans la plupart des populations ce qui diminuent probablement
leurs capacités de reproduction.

La distribution tres fragmentée de Juniperus thurifera L. correspond a sa
différenciation morphologique et génétique, ce qui a conduit a la subdivision en taxons intra-
specifique. La division taxonomique majeure suit la répartition des espéeces Ibéro-Africaines,
elle est influencée par I'effet isolant du détroit de Gibraltar (Rodriguez-sanchez et al., 2008;
Boratynski et al., 2009; Jaramillo-Correa et al., 2010; Lavergne et al., 2013; Dering et al.,
2014; Nieto Feliner, 2014). La spécificité morphologique et génétique des populations
d'Europe et d'Afrique du Nord a conduit & la reconnaissance de deux sous-especes : Juniperus
thurifera subsp. thurifera et Juniperus thurifera subsp. africana (Maire) Romo et Boratynski
(Gauquelin et al., 1988; Jiménez et al., 2003; Teixeira et al., 2014). Au sein de l'espéce
Européenne, les variétés géographiques sont décrites, a savoir, Juniperus thurifera var.
gallica dans les Alpes et les Pyrénées, Juniperus thurifera var. hispanica (Auclair, 1993) en
Espagne et Juniperus thurifera var. (chimovar.) corsicana Gauquelin, Idr. Hass. & P.
Lebreton en Corse (Vela et Schéfer, 2013). Une suggestion de séparer les populations
algériennes sous le nom de Juniperus thurifera var. aurasiaca Vela & P. Schaf., une nouvelle
variété est faite par Vela et Schafer en 2013, sur la base des criteres géographiques et
morphologiques. Le caractere distinctif des stands algériens est confirmé par Zeraib et al.
(2014), dans les études chimiotaxinomiques. Cependant, le caractére génétique intermédiaire
d'une seule population d'Algérie analysée par Terrab et al. (2008b), a suggéré qu'il était plus
étroitement lié génétiquement aux peuplements européens.

Selon I'Union internationale pour la conservation de la nature (UICN), Juniperus
thurifera L. est classé comme étant moins préoccupants, cela peut étre raisonnable dans le cas
des populations Espagnoles qui occupent de vastes zones (UICN, 2019). Cependant, en
Afrigue du Nord, les populations du genévrier thurifére sont fragmentées et la régénération est

réduite (Villar, 2013). En Algérie, le genévrier thurifere est considéré comme un taxon

2
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vulnérable et pourrait devenir rare a court terme (Auclair, 1993; Terrab et al., 2008b;
Ouhammou et al., 2013), la régression peut étre une réponse au réchauffement climatique ou
les especes ont recours a deux stratégies pour survivre : s’adapter au nouveau climat local ou
migrer vers des habitats plus favorables. Or la vitesse et I’intensité des changements
climatiques anticipés d’ici la fin du siécle dépasseraient la capacité d’adaptation de certaines
espéces forestiéres (Lamhamedi et al., 2017). En particulier, les études sur les populations
algériennes sont importantes, car elles peuvent fournir des informations sur les ressources
génétiques des especes et réveler si ces populations forment une lignée génétique distincte qui
doit étre reconnue comme une unité de conservation séparée. L'emplacement tres marginal
des populations algériennes dans les montagnes des Aures qui empéchent pratiquement le flux
des génes provenant d'autres parties de la portée géographique de I'espece peut constituer une
menace pour sa survie a long terme, en particulier en termes du changement climatique en
cours (Guiot et Cramer, 2016). De plus, les réponses génétiques aux changements
environnementaux liés au climat seront probablement basées sur la diversité génétique
permanente, qui exige le maintien de la forte variabilité intra-population (Orr et Unckless,
2014).

L'analyse genétique est entreprise pour examiner les différences entre les populations
algériennes de Juniperus thurifera L. en référence aux stands marocains et européens, les
études précédentes étaient peu convaincantes (Terrab et al., 2008b; Vela et Schéfer, 2013;
Zeraib et al., 2014). Deux questions sont posées : i) Est-ce que la répartition spatiale de la
diversité génétique de Juniperus thurifera subsp. africana correspond aux ruptures génétiques
Est-Ouest signalées pour certaines especes d'Afrique du Nord? ii) Est-ce que la différenciation
génétique intraspécifique peut avoir des implications taxonomiques sur les populations
algériennes ?

Pour prédire l'impact des changements climatiques et évaluer les risques potentiels, la
modélisation de la distribution des espéces (SDM) est réalisée. Récemment, cette méthode est
largement utilisee dans les simulations des changements futurs dans les modeles de
distribution des espéces induites par le changement climatique et a été reconnu comme un
outil nécessaire qui peut soutenir efficacement les études génétiques de conservation et la
planification des opérations de conservation (Wan et al., 2016; Bouahmed et al., 2019; Walas
et al,, 2019). La mise en ccuvre d'actions de conservation nécessite une compréhension
approfondie de la flore, mais également de sa répartition historique et actuelle dans la région

concernée, ainsi que de son écologie, de sa variation génétique et de sa démographie. Toutes
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ces données sont essentielles pour déterminer le degré de menace auquel chaque taxon est
confronté et ainsi établir des priorités pour la conservation (Valderrabano et al., 2018).

En dépit de son importance pour la biodiversité des zones de montagne, le thurifére a
une importance économique particulierement dans le domaine thérapeutique. En effet, il
possede des vertus anti-inflammatoires, une activité antimicrobienne et antifongique avérée
(Mansouri et al., 2010; Lesjak et al., 2011; Gauquelin et al., 2012; Ahani et al., 2013).
Le genévrier thurifére produit des graines de fagcon sporadique et la plupart d'entre elles sont
vides, di a des facteurs environnementaux ou génétiques (ou probablement les deux) qui
interferent avec le processus de reproduction, ce qui provoque son échec. De plus, dans toutes
les populations, les arbres femelles représentent un maximum de 20% de la taille de la
population. Puisque le succés de régénération le plus éleve est sous les arbres femelles, un
nombre insuffisant de ces arbres dans une population est un autre facteur qui affecte
négativement le processus de régénération (De Pefia et al., 2012). En plus, les attaques
parasitaires des galbules et des graines réduisent de maniere drastique le potentiel de
régénération naturelle du genévrier thurifére (Roques et al., 2013). La cuticule est la premiere
barriére attaquée par les parasites (Dodd et Poveda, 2003). Certains auteurs comme Garcia
(2001) et Wesche et al. (2005), rapportent que la qualité des galbules de Juniperus communis
diminue dans les régions froides et séches, seulement une petite quantité des galbules qui
contiennent des grains susceptibles de germer. Un incendie accidentel dans les montagnes de
Ri¢ en France a provoqué 1’élimination des ravageurs a eu un effet bénéfique sur la
régénération naturelle du thuriféere (Roques et al., 2013), de la une étude de la qualité des
galbules du Juniperus thurifera L. algérienne est entreprise. Les graines viables du thurifére
présentent des difficultés de germination causées par une double dormance tégumentaire et
embryonnaires (Badri, 2003; Ferradous et al., 2013; Matias et al., 2013) ; I’inactivité des
structures internes des graines empéchent 1’émergence des cotylédons et les radicelles (Tauer,
2010). Les traitements préalables des graines comme la scarification mécanique, I’immersion
dans I’eau chaude et froide, ou bien I’'immersion dans des régulateurs de croissance (GAs,
BAP), stratification chaude et froide, traitements par la fumée (Tigabu et al., 2007; Tauer,
2010; Daneshvar et al., 2016) sont des méthodes efficaces pour la lever de dormance des
graines de Juniperus thurifera (Ferradous et al., 2013), Juniperus procera (Lemessa et al.,
2017), Juniperus sabina (Tylkowski, 2010), Juniperus communis (Mccartan et Gosling, 2013)
et Juniperus polycarpos (Negi et Sharma, 2017). Les prétraitements vont-ils avoir des effets

positifs sur la lever de dormance des graines de Juniperus thurifera var. aurasiaca?
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La derniere partie de ce travail concerne la micropropagation du genévrier thurifere, il
faut savoir que la micropropagation est utilisée dans plusieurs especes des coniferes pour
surmontées les problémes de germination.

L’induction de la germination du genévrier thurifére peut se faire en utilisant la culture
d’embryons isolés (Morsli et al., 2015). Cette technique est trés utilisée dans la régénération
in vitro des arbres comme chez Juniperus cedrus (Harry et al., 1995), Juniperus oxycedrus
subsp. oxycedrus et macrocarpa (Cantos et al., 1998), Pistacia vera L. (Benmahioul, 2009) et
Argania spinosa L. (Ziani, 2014). En raison de manque des travaux sur la régénération
artificielle du genévrier thurifere que ce soit in vitro ou bien in vivo nous avons entamés dans
la présente étude la germination in vitro en utilisant la culture d’embryon isolé et la
germination in vivo en testant 1’effet des prétraitements sur les graines du genévrier thurifere.
Les méthodes de régénération des graines du genévrier thurifére sont entreprises pour lever la
dormance des graines et induire la germination.

Dans la présente étude, une analyse génétique et géographique des populations du Juniperus
thurifera méditerranéenne sont réalisés pour déterminer la différence genétique entre les
populations et les zones refugia approprier. La régénération est une étape importante pour la
survie du genévrier thurifére algérienne, pour cela nous nous sommes focalisé sur la

régénération ex situ.
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I. Caractéristiques générales de Juniperus thurifera :

1. Caractéres botaniques et biologiques :

Le genévrier thurifére est un arbre ou arbuste qui peut atteindre 20 m de hauteur, mais la
hauteur la plus fréquente est de 3 a 8 m, avec un tronc monopodial ou ramifié pres du sol
(Fig.1), I’écorce souvent grisatre présente des fissures et des stries longitudinales.
Nombreuses branches étalées ou ascendantes a feuillages sempervirent en écailles charnues,
aigués, entieres ou faiblement denticulées, appelées feuilles squamiformes, de type
cupressoide (Gauquelin, 1999; Badri, 2003; Farjon, 2010; Farjon et Filer, 2013; Adams, 2014;
Abderrezek, 2017).

A jeune age les feuilles sont sous forme des petites feuilles en alénes (Badri, 2003).
Les écailles portent sur la face dorsale une glande sécrétrice qui confére au genévrier thuriféere
son odeur particuliere (Monteés, 1999; Ouhammou et al., 2013).

Le genévrier thurifére est un phanérophyte dioique, bien que des pieds monoiques sont
observés dans les Alpes francaises, en Corse, en Espagne, au Maroc et en Algérie ; héliophile,
orophile de la famille des cupressacées (Gauquelin et al., 2002; Adams et al., 2003; Badri,
2003; Farjon, 2010; Farjon et Filer, 2013; Ouhammou et al., 2013; Villar, 2013; Zeraib, 2018;
Rodriguez-Garcia et al., 2019). Les fleurs méales sont réunies en chatons terminaux, de forme
ellipsoidale de 1 a 5, et réunies en inflorescences a la partie terminale des ramules (Montés,
1999; Abderrezek, 2017). Leur floraison se déroule au mois de février au mois d’avril (Badri,
2003). Les cones femelles appelée aussi galbules sont sub-globuleuse a 4-6 écailles, charnues
de couleur bleu noir ou bleuatres a maturité, contiennent 2 a 4 graines suivant les variétés,
elles sont ellipsoides sub-trigones, arrondies au niveau de la base seulement.

Les galbules sont produites a nombre tres élevé, leur maturité est atteinte au bout de deux
ans (Montes, 1999; Badri, 2003; Farjon, 2010; Gauquelin et al., 2012). Le thurifere se
développe sur tous les substrats, en milieu rocailleux et sur les éboulis fixés, essentiellement
aux etages montagnards et oroméditerranéens, en bioclimat sub-humide et surtout semi-aride,
au niveau des pelouses écorchées a xérophytes épineux, il s’associe localement au chéne vert

et au cedre, en fonction des localités (Gauquelin et al., 1999; Quezel et Gast, 1998).
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Figure 1: Arbre du genévrier thurifére (Juniperus thurifera) dans les montagnes des
Aurés.

2. Taxonomie de Juniperus thurifera :
Les 615 espéces de coniferes existants sont classées selon 8 familles dont 541 appartiennent
aux trois plus grandes familles Pinaceae, Podocarpaceae et Cupressaceae (Farjon, 2010).
La famille des Cupressaceae comprend 30 genres et 135 espéces. Juniperus est 1’un des
genres les plus divers des coniféres (67 espéces), il englobe un grand nombre d’espéces
(Adams et al., 2003; Farjon, 2010; Adams, 2014). Parmi ces espéces, nous retrouvons le
Juniperus thurifera qui est classé comme suit (Quézel et Santa, 1962; Gaussen, 1968; Badri,
2003; Beghami, 2013):

e Régne: Planta

e Embranchement : Spermatophytes

e Sous-embranchement : Gymnospermes

e Ordre : Coniferales

e Famille : Cupressaceae

e Genre : Juniperus

e Espéce : Juniperus thurifera

e Nom commun : genévrier thurifére

e Nom berbere : Aiwal, Hazenzna, Taoualt et Araar

Au sein du taxon Juniperus thurifera, il existe une différence intraspécifique, sur des
bases a la fois géographiques et morphologiques qui ont permis aux botanistes de distinguer
plusieurs variétés : dans les Alpes et les Pyrénées (var. gallica), en Espagne (var. hispanica)

et en Afrique du nord Juniperus thurifera var. africana (Auclair, 1993; Badri, 2003; Vela et
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Schéfer, 2013). Le Juniperus thurifera L. de I’Afrique du Nord a subi beaucoup de
changements de nomenclature. Il a été longtemps considéré comme variété : Juniperus
thurifera L. var. africana puis espece distincte Juniperus africana (Maire), une autre étude a
classer le thuriféere africaine comme sous espéce : Juniperus thurifera subsp. africana
(Adams, 2014).

Une analyse génétique des populations du genévrier thurifére du bassin méditerranéen par
I’analyse AFLP a montrer que le thurifere des Aures est une population intermédiaire entre le
genévrier thurifere du Maroc et le genévrier thurifére européenne (Terrab et al., 2008b), ce
qui a poussé Vela et Schafer (2013) a étudier la systématique de cette espece en se basant sur
des criteres morphologique, ses derniers ont suggéré de distinguer le genévrier thurifére
algérien en variété distincte (Juniperus thurifera var. aurasiaca). Un résultat qui est
confirmé par une analyse génétique de Taib et al. (2020).

Tableau 1 : Travaux réalisés sur la systématique de Juniperus thurifera.

Provenance Etude réalisée Résultats Réfeérences
Européenne et Etude Nouveau découpage Gauquelin et al.,
marocaine morphologique systématique 1988
Espagne et Analyse d'ADN Trois groupes de Jiménez et al.,
Maroc polymorphe amplifié | populations ou les 2003

(RAPD)

populations marocaine été
classés dans un groupe a
part

Européenne et

Etude

Une différence entre

Romo et

marocaine morphologique Juniperus thurifera subsp. Bortynski, 2007
thurifera et Juniperus
thurifera subsp. africana
Européenne, Analyses génétique | Une suggestion de Terrab et al,
marocaine et par polymorphisme | ressemblance génétique 2008b
algérienne de longueur des entre les populations
fragments amplifiés | algérienne et les populations
(AFLP) Européenne
Européenne, Etude Suggestion d’une nouvelle | Vela et Schéfer,
marocaine et morphologique variété : Juniperus thurifera | 2013
algérienne var. aurasiaca.
Européenne et Etude Confirmation de I’existence | Bortynski et al.,
marocaine morphologique de deux sous-especes: 2013

Juniperus thurifera subsp.
thurifera et Juniperus
thurifera subsp. africana
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3. Ecologie de Juniperus thurifera :

Le genévrier thurifére est classé dans les étages de végétations supro-montagnardes et
oroméditerranéennes, semi-arides, subhumides voire localement humides (Coussy et al.,
2013; Ouhammou et al., 2013), c’est une espece héliophile xérothermique qui résiste a la
sécheresse et une température qui peut atteindre jusqu’a 40 °C, et des températures basses
allant jusqu’a -25 °C, aux gelée hivernales, a 1’évapotranspiration importante, aux vents, a
I’insolation intense et aux fréquents orages estivaux (Gauquelin, 1999; Rivas-Martinez et al.,
2002). Le genévrier thurifere semble indifférent au type du sol, poussant généralement sur des
sols tres rocheux et squelettiques.

En Algérie, le thurifére est en association avec Fraxinus dimorpha, Quercus ilex, Hertia
cheirifolia, Lotus corniculatu, Juniperus oxycedrus et Medicago turbinate dans les altitudes
qui s’étendent de 1369 a 1742 m d’altitude. Par contre, dans les hautes altitudes (1910 - 2068
m) il pousse avec Cedrus atlantica, Centauria tougourensis, Cartamus pinnatus, Dianthus

serrulatus, Lysimachia monelli et Cytisus balansae (Farjon, 2010; Beghami, 2013).

4. Localisation géographique:

Juniperus thurifera se localise entre 200 et 3150 m d’altitude, son aire de répartition est
fragmentée. Elle ne se retrouve qu’en Péninsule Ibérique, les Pyrénées, les Alpes du Sud-Est,
I'lle de Corse, le Maroc (31000 ha dans le moyen et grand Atlas) et dans les Aures, en Algérie
(Gauquelin et al., 1998; UCIN, 2001; Jiménez et al., 2003; Coussy et al., 2013; Villar, 2013).
Le maintien et la préservation du Juniperus thurifera sont différents au Nord et au Sud de son
aire de répartition. Au Sud, les peuplements sont menacés de disparition vue leurs usages
multiples et persistants ainsi qu’une faible régenération. Par Contre au Nord, il est peu
menacé et dynamique (Montes, 1999; Romo diez et Boratynski, 2005; Coussy et al., 2013).
Le genévrier thurifére couvre une superficie qui varie de quelques centaines d'hectares (en
Algérie et en Italie) a environ 150 000 ha (en Espagne et au Maroc) (Montes, 1999; Zeraib,
2018).
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Figure 2: Distribution générale de Juniperus thurifera dans la région méditerranéenne
(Romo diez et Boratynski, 2005).

En Algérie, le genévrier thuriféere est extrémement rare et se localise seulement dans la
région des Aurés ou il forme des peuplements clairs (Beghami, 2013; Abderrezek, 2017;
Khater, 2018). Le thurifere se répartit selon ’altitude en cinq peuplements : peuplement de
Ain El-Beida (T’Kout) situé entre 1300 et 2000 m d’altitude dont le nombre de pied est
d’environ 4000, peuplement de Oued Abdi (ZANA) entre 1.300 m et 2.100 m d’altitude
comprenant environ 8000 sujets, peuplement de Tibhirine et Ichmoul sur les versants Nord
entre 1400 m et 1800m, peuplement de S’gag ou le thurifére cotoie le cédre jusqu’a 2100 m
d’altitude, peuplement Chélia et Tafrent a 1800 m d’altitude (UCIN, 2001; Beghami, 2013;
Abderrezek, 2017). Le nombre d’arbre du genévrier thurifere dans le peuplement Chélia est

de 31 (Communication Beghami, 2019).

L ABDLADER

Légende:
_—~| Aire de thurifére (180 000 ha)

® |Thurifére

Echelle: 1/80 000

Celue SIG conservation des Toréts -Bama-

Figure 3: Localisation géographique des populations de Juniperus thurifera en Algérie
(Conservation des foréts de Batna, 2018).
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5. Intérét de Juniperus thurifera :

Le thurifere est une espéce qui tolére les conditions environnementales trés difficiles, il est
capable de reconqueérir non seulement les terres de parcours, mais aussi les champs
abandonnés (Villar, 2013). Cette espece peut conquérir des espaces qu’aucune autre espece ne
peut le faire (Gauquelin et al., 2012), elle est tres promotrice pour le reboisement des zones
montagneuses (Gauquelin, 1999). Il est réputé par son bois d’ceuvres de bonne qualité en
raison de sa grande densité, dureté et une grande résistance aux intempéries. Il est utilise pour
la construction des toitures, charpentes, portes. La finesse de grain de son bois justifie son
usage en ébénisterie pour divers meubles comme les armoires. 1l est aussi utilisé comme bois
de chauffage (Auclair, 1993; Quezel et Gast, 1998; Gauquelin, 1999; Gauquelin et al., 2012;
Coussy et al., 2013).

Les galbules du genévrier thurifére sont reconnues pour leurs vertus anti-inflammatoires

lors de soins bucco-dentaires, elles arrétent les saignements de la gencive (Gauquelin et al.,
2012). Les feuilles sont décortiquées et utilisées comme abortifs ou en cataplasme contre les
migraines, maux de téte, insolation et contre les hémorroides et aussi leurs odeurs forte
élimine les parasites chez les animaux (Quezel et Gast, 1998).
La distillation du bois de genévrier permet de produire du goudron qui est peu analogue a
I’huile de cade extraite du genévrier oxycédre utilisé en médecine vétérinaire (Gauquelin,
1999; Coussy et al.,, 2013). Les huiles essentielles des rameaux du Juniperus thurifera
possédent une activité antimicrobienne et antifongique qui peut étre attribuée a leurs
composés majoritaires qui sont des pinenes (p-pinene 36,25 %) (Mansouri et al., 2010;
Zeraib, 2018).

6. Régénération naturelle de Juniperus thurifera:

La régénération naturelle du genévrier thurifere est quasi absente dans les peuplements
naturels du Nord-Africain, a I’exception de quelques régénérations observées en Algérie et au
Maroc, ses jeunes plantules disparaissent genéralement sous I’effet de la sécheresse (Badri,
2003; Beghami, 2013; Khater, 2018). L’absence de germination est due essentiellement aux
activités humaines a I’intérieur du peuplement (paturage, coupe illicite et incendie), les
attaques parasitaires qui provoquent une baisse énorme du taux des graines susceptibles de
germer et la double dormance qui caractérise les graines de genre Juniperus (El Alaoui El
Fels et al., 1999; EIl Alaoui El Fels et al., 2013; Ferradous et al., 2013). La dormance est
I'incapacite d'une graine viable et saine de germer dans des conditions optimales (Baskin et

Baskin, 2004; Stoehr et El-Kassaby, 2011). Généralement, il existe deux types de dormance :

11
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dormance embryonnaire et dormance tégumentaire. Pour la dormance embryonnaire, les
facteurs endogénes empéchent la germination tel que 1’acide abscissique; dans la dormance
tégumentaire, les structures extérieures de I'embryon, telles que le mégagamétophyte ou
I'enveloppe de la graine empéchent I'émergence de la radicule (Baskin et Baskin, 2004; Stoehr
et El-Kassaby, 2011). Les graines de Juniperus thurifera ont un double dormance
(Abderrezek, 2017).

La viabilité des populations végétales dépend de leur capacité a se reproduire avec succes,
la production de graines viables est un stade primordial pour réussir la régénération
(Mezquida et al., 2016; Rodriguez-Garcia et al., 2019), cette viabilité reste faible chez le
genre Juniperus en raison de I'échec de la pollinisation par le vent et les prédateurs des
graines (Mezquida et Olano, 2013; Mezquida et al., 2016; Rodriguez-Garcia et al., 2019). Les
especes qui produisent un grand nombre de graine sont les plus attaquées par les arthropodes
des cones et des graines (Roques et al., 2013; Mezquida et al., 2016). Parmi, les ravageurs qui
attaquent les galbules et les graines du Juniperus thurifera sont : Megastigmus thuriferana,
Trisetacus quadrisetus, Contarinia sp., Pammene oxycedrana, Argyresthia reticulata et
Nanodiscus transversus (EI Alaoui El Fels et al., 2013).

La faible pollinisation peut conduire a ’avortement précoce et les pertes d'embryons
ovulaires apres la fécondation (Gruwez et al., 2013; Rodriguez-Garcia et al., 2019). Les cones
du genévrier thurifére décortiqués sont en plusieurs états : vides; des graines contenant des
embryons desséchés ; des graines lignifiées de couleur marron ; ou des graines a embryon
viables (Ferradous et al., 2013; Ould Maamar et Saadi, 2015).

Il.  Analyse génétique :

Les populations naturelles sont composées d’organismes génétiquement différents, les
especes dont les populations fragmentées et peu peuplées présentent souvent une diversité
génétique faible et une différenciation au sein de la population (Serre, 2006; Marzouki et al.,
2009). Le genévrier thurifére une espéce exclusivement tétraploide du genre Juniperus, les
tétraploides sont les individus qui présentent quatre lots de chromosomes (Romo et al., 2013;
Teixeira et al., 2014; Gavalda, 2015). La polyploidie est rare chez les lignées des
gymnospermes, elle présente un moteur de la diversification, de I'évolution et de I’adaptation
écologique des plantes (Romo et al., 2013; Gavalda, 2015; Farhat, 2019).

L'analyse moléculaire de I'ADN (acide désoxyribonucléique) implique une série de
procédures détaillées allant de I'isolement de I'ADN a l'analyse des résultats (Grout, 1995).

L’avancé clé en génetique moléculaire est le développement de la réaction en chaine par
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polymérase (PCR) suivi par la découverte des locus microsatellites et du séquencage de
I’ADN (Sunnucks, 2000).

1. Polymorphisme :

Les espéces forestieres sont extrémement polymorphes (Kremer, 1994), les différences
génétiques entres les individus, autrement dit le polymorphisme génétique des populations est
défini comme 1’existence dans une population, de plusieurs états alternatifs de ’ADN, ou
d’alleles, en une position définie du génome, ou locus. Les polymorphismes sont alors
congues comme un patrimoine, un capital adaptatif, un gage de survie de I’espéce aux
variations de I’environnement, leurs mesures apres le développement des techniques d'analyse
moléculaire a permet de fournir une estimation de la diversité génétique globale existant non
seulement entres individus d’une méme population, mais aussi entres populations (Schibler et
al., 2000; Serre, 2006; Veuille, 2016).

2. Techniques d’extraction de I’ADN :

L’ADN est présent dans tous les tissus, les manipulations sur cette molécule nécessitent
au préalable son extraction (Riquet et Pitel, 2000). L'isolement de I'ADN d’une plante est
possible en utilisant plusieurs méthodes, (1) le protocole classique avec un tampon de CTAB;
(2) l'isolement avec MagnoPrime rapide et (3) l'isolement avec MagnoPrime Uni (Scobeyeva
et al.,, 2018). Les méthodes les plus anciennes d'isolement de I'ADN a partir des plantes
nécessitent de grandes quantités de tissu, la méthode hexadecyltrimethylammonium bromide
(CTAB) est la plus utilisée en raison de son rendement élevé en ADN a partir des petites
quantités de tissus et elle est moins colteuse. Cette méthode est utilisée pour les especes

monoiques et dioiques avec certaine modification (Doyle et Doyle, 1990; Serre, 2006).

3. PCR (Polymérase Chain Réaction) :

La PCR est une technique tres utilisée en biologie moléculaire, elle permet a la fois de
cibler le ou les fragments de I’ADN que nous pouvons étudier et d’augmenter leur quantité de
maniere exponentielle pour déterminer le génotype de la plante (Henry, 1997; Helmreich,
1999; Riquet et Pitel, 2000). Cette technique permet de multiplier des séquences spécifiques
de I’ADN en jouant sur les propriétés d’hybridationet de dénaturation des brins
complémentaires de I’ADN en fonction de la température, elle permet aussi de déterminer les
modifications dans les échantillons (Riquet et Pitel, 2000; Kordrostami et Rahimi, 2015).
La PCR est une technique rapide, necessite peu d'’ADN, simple et spécifique (Henry, 1997;
Riquet et Pitel, 2000).
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Figure 4: Principe de la PCR (Polymérase Chain Réaction) (Riquet et Pitel, 2000).

4. Margueurs moléculaires :

Les marqueurs moléculaires d'’ADN sont des sequences sélectivement neutres, car ils sont
généralement situés dans des régions non codantes, présentant un polymorphisme selon les
individus (Jones et al., 1997; Kordrostami et Rahimi, 2015). Ils ont comme principe de
caractériser certaines séquences génétiques réparties de facon appropriée dans le génome des
variétés étudiées (Meunier, 2011). En général, les marqueurs d'’ADN sont des fragments
d’ADN indiquant des mutations ou des variations (Lateef, 2015).

Un marqueur idéal est polymorphe, discriminant, multiallélique, codominant, indépendant

du milieu, neutre, réparti uniformément dans tout le génome, reproductible d'une expérience a
I'autre, économique et manipulable a grande échelle (Tagu et Moussard, 2006; Kordrostami et
Rahimi, 2015). Les marqueurs codominants offrent théoriquement 1’accés a la structure
génotypique compléte des individus (Mee(s, 2012).
La technologie des marqueurs moléculaires n'a cessé d'évoluer, des RFLP basés sur
I'nybridation aux RAPD, AFLP et SSR basés sur la PCR, et enfin aux SNP a haut débit. Plus
récemment, le génotypage a trés haut débit par séquencgage (GBS) est mis en place (Mir et al.,
2013; Lateef, 2015).
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4.1. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism):

Le polymorphisme de longueur des fragments de restriction est l'une des premiéres
techniques d'analyse de I'ADN, le RFLP est un marqueur moléculaire basé sur I'hybridation
(Henry, 1997; Kordrostami et Rahimi, 2015). 1l est de type mutation, insertion et délétion qui
modifie les sites de restriction, mais les événements qui les génerent sont aussi stables que les
mutations donnant lieu & toute autre forme de variation allélique (Jones et al., 1997; Pitel,
Riquet, 2000). L’enzyme de restriction coupe des sequences spécifiques de I’ADN de taille
différente qui seront séparées par électrophorése (Henry, 1997). Les variations entre les
individus reposent sur les différences éventuelles de longueur des fragments obtenus apres
digestion de I’ADN génomique par une enzyme de restriction (Pitel et Riquet, 2000;
Marjoram et Tavaré, 2006).

Les principaux avantages des marqueurs RFLP sont la codominance, une reproductibilité
élevée, l'absence d'informations des séquences préalables et une spécificité de locus élevée
(Jones et al., 1997; Lateef, 2015).

4.2. AFLP (Amplified Fragment-Length Polymorphism):

Les marqueurs AFLP (polymorphisme de longueur de fragment amplification) sont

des fragments de restriction qui sont amplifiés par la technique de la réaction en chaine par
polymérase (PCR), la réplication des échantillons de *ADN ce fait aprés 1’addition des
adaptateurs aux fragments (Arif et al., 2011; Lateef, 2015).
L’AFLP est une technique de marqueur multi-locus qui combine les techniques
d’amplification PCR sélective de la restriction et de la digestion par restriction des fragments
de ’ADN. La premiécre étape de la génération des AFLP consiste a double digérer I’ADN
génomique avec deux enzymes de restriction. L'utilisation d'enzymes de coupe fréquente
générerait trop de fragments pour I'électrophorése sur gel. Ensuite, une courte séquence
spécifique d'ADN est liée a une extrémité du fragment et une séquence différente est ajoutée a
l'autre. Ces séquences, ainsi que les sites de restriction adjacente, servent comme sites de
liaison pour les amorces de PCR. Les amorces sont congues pour correspondre aux deux
différentes séquences ajoutées et elles portent également des courtes extensions de 1+3
nucléotides pour provoquer une amplification sélective de ces fragments avec une séquence
complémentaire de 1+3 nucléotides (Jones et al., 1997; Pitel et Riquet, 2000; Lateef, 2015).
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Figure 5 : Principe de la technique AFLP (Pitel et Riquet, 2000).

4.3. RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA):

Utilisés pour construire des cartes génétiques chez les végétaux (Pitel et Riquet, 2000;
Arif et al., 2011). Leur principe repose sur I’utilisation d’une amplification PCR d’amorces
d’une dizaine de bases, de séquence al€atoire et pouvant s’hybrider en plusieurs endroits du
génome. Si I’amorce utilisée est complémentaire de deux sites distants de moins de 1 kb et
situés sur 1’un et I'autre brin de I’ADN matrice, un fragment spécifique de ce locus sera
amplifié. Nous obtenons ainsi un profil multibandes (10 a 20 bandes) pour chaque individu.
Le protocole standard permet d’amplifier facilement les marqueurs RAPD aléatoires. Aucune
information geénétique préalable sur l'espece en question n'est requise et la méthode est
relativement simple et peu codteuse. Un inconvénient des RAPD est que la PCR de faible
stringence requise dans la procédure entraine un taux d'erreur de génotypage élevé et une
reproductibilité du génotypage inferieure a celle des marqueurs a locus uniques (Arif et al.,
2011).

4.4. Microsatellites ou des répétitions de séquences courtes (SSR) :

Les microsatellites sont des séquences d’ADN répétées en tandem dont l'unité de
répétition est comprise entre une et cing paires de bases, détectés par amplification initiale en
utilisant une réaction en chaine de la polymérase (PCR). lls peuvent étre classés en trois
familles (Jarne et Lagoda, 1996; Chapuis et Estoup, 2007; Meeds, 2012):
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e Répétitions pures (ex : CACACACACACACACACACA),

e Reépétitions composées (ex : CACACACACAGAGAGAGAGA),

e Répétitions interrompues (ex : CACATTCACACATTCATTCA),

Les microsatellites, monolocus, multialléliques, neutre, codominants et hérités de maniére
mendélienne, sont devenus les marqueurs de prédilection en génétique (Jarne et Lagoda,
1996; Gupta et Varshney, 2000; Pitel et Riquet, 2000). Les marqueurs SSR nécessitent des
informations de séquence préalable pour concevoir des amorces nécessaires pour la réalisation
d’un PCR (Arif et al., 2011; Meeds, 2012).

Les loci microsatellites sont fortement polymorphiques dans les populations naturelles, avec
une hétérozygotie moyenne (Jarne et Lagoda, 1996). Les marqueurs microsatellites sont
abondants et répartis assez uniformément dans les génomes eucaryotes. La popularité de ces
marqueurs est due a leur facilité d'amplification par PCR, a leur nature codominante et a leurs
niveaux généralement élevés de diversité allélique a différents locus et de leur capacité a
distinguer les individus étroitement apparentées (Jones et al., 1997; Arif et al., 2011; Meeds,
2012; Lateef, 2015).

L'amplification inter-especes des régions microsatellites orthologues fournit des informations
précieuses sur les processus mutationnels et évolutifs affectant ces loci (Collada et al., 2004).
Les avantages des marqueurs SSR sont les suivants (Kordrostami et Rahimi, 2015):

= La méthode est relativement simple et peut-étre automatisée ;

= La plupart des marqueurs sont monolocus et montrent un héritage mendélien ;

» Les marqueurs SSR sont trés informatifs ;

= Un grand nombre de paires d’amorces SSR publiques sont disponibles ;

= Codt effectif par génotype et amorce.

Ils sont utilisés en tant que marqueurs pour estimer des distances génétiques
intraspécifique, la cartographie, l'identification des cultivars, la protection du matériel
génétique, la détermination de I'hybridité, I'analyse de la variation du pool de genes et en tant
que marqueurs de diagnostic pour les caractéres de valeur economique (Jones et al., 1997;
Bruvo et al., 2004). Le calcul des distances génétiques entre les individus permet de déduire
des niveaux d'apparenter ou déterminer le parentage, qui représentent souvent une base
importante pour l'analyse évolutionniste ou écologique ultérieure de traits phénotypiques.
Les calculs de distance sont basés d'habitude sur la proportion d'alléles partagées (Bruvo et
al., 2004).
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5. Diversité génétique des marqueurs moléculaires :

Au niveau allélique, les parametres de diversité sont généralement utilisés (Kremer, 1994):

e Le nombre d’alléles ou variants alléliques identifiés dans la population,

e Le nombre efficace d’alléles correspond au nombre d’all¢les en tenant compte de leurs

différences de fréquence.

Ces paramétres sont généralement estimés au niveau d’un seul locus a partir des
marqueurs génétiques codominants. Dans le cas de plusieurs loci, la moyenne est prise sur
tous les loci (Kremer, 1994). Le logiciel GenoDive mise en ceuvre par Meirmans et Van
Tienderen (2004), est utilisé pour le calcul des paramétres de diversité fondamentaux.
Il dispose d'une interface utilisateur intuitive et sans encombrement, derriére laquelle se
trouvent de puissants outils statistiques. Le logiciel GenoDive propose de hombreux types de
test statistiques, dont certaines ne sont pas disponibles dans aucun autre logiciel de génétique
des populations. Les tests statistiques inclues dans GenoDive sont entre autres: une analyse
flexible de la variance moléculaire, une estimation des coefficients standardisés de
différenciation des populations, un regroupement des populations k-moyennes en utilisant
I’annelage simulé, des tests d'équilibre Hardy-Weinberg , calcul de l'indice hybride pour les

individus et différents types de tests de Mantel et autres (Meirmans, 2019).

6. Parametres de différenciation entre populations au niveau moléculaires :

Les études génétiques des populations polyploides sont entravées par les difficultés
d'interprétation des données moléculaires, le probléme est aggravé chez les allopolyploides en
raison de la présence des isoloci génétiquement distincts et qui partagent souvent des alléles,
ce qui empéche toute évaluation statistique de I'écart par rapport a I'équilibre de Hardy-
Weinberg ou au niveau de diversité génétique (Obbard et al., 2006). La loi de Hardy-
Weinberg proposée en 1908 sert de base a une immense partie des études de génétique des
populations, une hypothese qui suggere que dans une population de dimension infinie, ou les
unions se font au hasard, ou il n’existe ni migration, ni seélection contre un phénotype
particulier et ou le taux de mutations est constant, les proportions des différents génotypes
restent constantes d’une génération a 1’autre (Philip, 2011; Meels, 2012). La présence des
isoloci a fait que la structuration génétique est décrite par les statistiques F au niveau allélique
(Fst) (Kremer, 1994).

Le Fst, quantifie la différenciation génétique entre les groupes et fournit des informations
importantes sur les processus évolutifs qui influencent la structure de la variation génétique au

sein et entre les populations et entre elles, et il figure parmi les statistiques descriptives les
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plus utilisées en génétique des populations et de la génétique évolutive (Jarne et Lagoda,
1996; Obbard et al., 2006).
Nei (1973), a propose un analogue du Fst de Wright, appelé, indice de mesure de la

différenciation génétique (Gsr) qui est défini de la maniére suivante au niveau d’un locus :
Gsr=1- Hg/Hy
ou Hs est la moyenne (sur toutes les populations) des diversités génétiques intrapopulations;

Ht est la diversité génétique sur I’ensemble des populations considérées comme une

population unique (diversité totale) (Kremer, 1994).

7. Analyses multivariées des marqueurs génétiques :

Les populations naturelles ont des histoires démographiques complexes, leurs tailles et
leurs distributions changent avec le temps, conduisant a des processus de fission et de fusion
qui laissent des signatures sur leur composition génétique. Les données moléculaires aident a
découvrir les processus démographiques et adaptatifs complexes qui ont agi sur les
populations naturelles. La grande variabilit¢ des marqueurs moléculaires et 1’évolution de
I’outil informatique ont favorisé le développement des méthodes statistiques basées sur le
concept de vraisemblance (Csilléry et al., 2010).

7.1. Statistique bayésiennes :

Les statistiques bayésiennes sont utilisés lorsqu'il n'y a pas de distinction logique entre les
parametres du modele et les données (Beaumont et Rannala, 2004). La popularité des
méthodes bayésiennes peut étre expliquée par la facilité relative avec laguelle les problémes
de probabilité complexes peuvent étre résolus par l'utilisation de la technique de Markov
Chain Monte Carlo (Beaumont et Rannala, 2004). Markov Chain Monte Carlo (MCMC),
décrit une classe de méthode qui repose sur la simulation d'un type particulier des processus
stochastiques (Markov Chain), pour étudier les propriétés d'une distribution de probabilité
complexe qui ne peut pas étre facilement étudié a I'aide des méthodes d'analyse. Elle est basée
sur la vraisemblance, une technique statistique bayésienne itérative qui génére des
échantillons & partir de la distribution postérieure. Des algorithmes MCMC bien congus
convergent vers la distribution postérieure, qui est indépendante par rapport a la position de
départ (Beaumont et Rannala, 2004; Csilléry et al., 2010).

L'une des approches les plus appliquées pour étudier la structure génétique des
populations biologiques est l'inférence de la structuration de la population avec des méthodes
de regroupement bayeésienne. Ces methodes sont particulierement intéressantes car elles

permettent d'identifier des groupes génétiques apres une analyse genétique, la méthode
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bayésienne peut étre appliquée a différents types de marqueurs (microsatellites, RFLP...)
(Pritchard et al., 2000; Liu et Zhao, 2006; Jombart et al., 2010). La dépendance des méthodes
de regroupements bayésiennes sur des modeles explicites qui reposent sur des hypothéses qui
sont souvent difficiles a vérifier peuvent restreindre leur applicabilité (Jombart et al., 2010).

L'identification des groupes d'individus génétiguement homogenes est un probléme de
longue date en génétique des populations. Un algorithme bayésien implémenté dans le
logiciel STRUCTURE permet d'identifier de tels groupes (Pritchard et al., 2000; Evanno et
al., 2005), ce logiciel est utilisé pour déduire la structure génétique de la population. Il est
specifiquement congu pour les données génotypiques et aborde le probléme par une
modeélisation minutieuse des fréquences des alléles, des origines des alléles des individus et
des origines des génomes individuels (Lee et al., 2009).

7.2.Analyse en composantes principales (ACP) :

L'analyse en composantes principales est une technique classique multivariée de réduction
et de dimension linéaire non paramétrique (Liu et Zhao, 2006; Paschou et al., 2007; Lee et al.,
2009; Kakai et al., 2016), c’est un outil puissant pour l'identification de la structure de la
population (Patterson et al., 2006; Price et al., 2006; Paschou et al., 2007).

L’efficacité de l'analyse en composantes principales est sa capacité a identifier les
structures génétiques pour des ensembles des données trés importantes et I'absence de toute
hypothése sur le modéle génétique de la population concernée, détermine aussi la variabilité
globale entre les individus et peut gérer des données a I'échelle du génome pour des milliers
d'individus ; mais cette méthode ne fournit pas une évaluation du groupe pour obtenir une
image claire de la variation entre population (Liu et Zhao, 2006; Paschou et al., 2007; Jombart
et al., 2010).

7.3. Analyse discriminante des principaux composants (DAPC) :

L'analyse discriminante des composants principaux (DAPC), est une méthode multivariée
congue pour identifier et décrire des groupes d'individus génétiquement apparentés. Lorsque
les principaux groupes font défaut, le DAPC utilise les k-moyennes et une sélection de
modele pour déduire les groupes génétiques (Jombart et al., 2010). C’est une nouvelle
approche méthodologique qui repose sur la transformation des données en utilisant 1’ACP
comme une ¢tape préalable a 1’analyse discriminante, ce qui assure que les variables soumises
a I’analyse discriminante sont parfaitement décarrelé et que leur nombre est inférieur a celui
des individus analysés. Sans que cela implique une perte d’information génétique et peut étre
appliquée a de trés grands ensembles des données. Le DAPC a démontré leur efficacité dans

I'extraction d'informations a partir de marqueurs génetiques en raison de leur capacite a
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résumer les informations génétiques multivariées en quelques variables synthétiques (Jombart
et al., 2009, (Jombart et al., 2010).

Le DAPC est implémenter dans le package « adegenet » dans le logiciel R, adegenet est
utilisé pour I'analyse multivariée des marqueurs génétiques (Jombart, 2008; Taib et al., 2020).

7.4. Méthode K-moyennes :

Le partitionnement des données est une tadche importante en analyse des donnees, elle
divise un ensemble de données en plusieurs sous-ensembles (groupes/clusters) caractéerisés
idéalement par une forte similarité a I’intérieur, la méthode la plus populaire est celle des
k-moyennes. C’est un simple algorithme de classification automatique et traite de larges
ensembles de données (Oja, 2007; Guellil et Zaoui, 2009).

La méthode de k-moyennes a pour principe de former des groupements d'individus, en
choisissant aléatoirement un ensemble de centre fixé a priori et de chercher itérativement la
partition optimale. Chaque individu est affecté au centre le plus proche en utilisant la distance
euclidienne. Aprées ’affectation de toutes les données, la moyenne de chaque groupe est
calculé, elle constitue les nouveaux représentants des groupes (Lelu, 2008; Guellil et Zaoui,
2009).

8. Barrieres génétiques entre les populations :

Les événements orogéniques et les oscillations climatiques ont la capacité de créer des
nouvelles barriéres géographiques entre les populations et de limiter le flux des génes (Xu et
al., 2017). L'association entre les distances génétiques et géographiques peuvent étre testées
par des méthodes d'autocorrélation spatiale ou de régression, qui donnent quelques indices sur
la forme possible du paysage génétique, les analyses de corrélation échouent lorsqu'elles
tentent d'identifier ou existent des barrieres géenétiques (Manni et al., 2004).

Une approche de la géométrie informatique est plus appropriée, tel que 1’algorithme de
différence maximale de Monmonier (Manni et al., 2004). Une technique qui peut étre utilisée
pour établir Il'association statistique entre la géographie et la variation génétique, cette
technique peut identifier des regroupements sans fournir des informations sur les
discontinuités existantes (Patten et Smith-Patten, 2008), mais permet une meilleure
interprétation des processus micro-évolutifs (Manni et al., 2004). Pour fournir une
représentation plus réaliste des barriéres dans un paysage génétique, un test de signification au
moyen d'une analyse matricielle bootstrap est utilisé et les barriéres génétiques sont plus

robustes. Cette méthode ameéliorée de Monmonier est tres fiable (Manni et al., 2004).
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1.  Analyse géographique :

Pour survivre et coloniser des milieux tres divers, les espéces doivent s’adapter aux
fluctuations de 1’environnement (Loudet, 2019). Un changement dans la répartition
géographique de nombreuses especes devraient étre I'une des principales conséquences du
changement climatique mondiale en cours (Lepais et al., 2013). L’intensité de ce changement
de répartition dépendra en grande partie de la réaction des populations situées en marge de la
répartition d’une espéce, ce qui a incité les recherches théoriques et empiriques de la derniére
décennie a se concentrer sur la dynamique des populations de pointe, situées a haute latitude a
la pointe de la colonisation (Lepais et al., 2013).

Les objectifs les plus importants de la biogéographie sont la description de la répartition
géographique de la diversité biologique et génétique et I'inférence de la maniere dont de tels
modeles observés sont apparus au sein de I'espéce ou du genre et aussi comprendre quand et
comment se sont développés les modeles modernes de diversité, ils s’appuient en outre sur
I’analyse des données moléculaires (Jaramillo-Correa et al., 2010; Mao et al., 2010).

La théorie de la tectonique des plaques offrait une explication apparemment plausible et
potentiellement universelle de la maniere dont les organismes atteignent leur distribution
moderne. Les schémas modernes pourraient étre expliqués en considérant les positions
changeantes des continents depuis le Crétacé. Outre les changements tectoniques, les schémas
de répartition mondiaux peuvent étre affectés par les changements climatiques depuis que le
réchauffement prononcé s'est manifestée au mi-paléocéne (il y a 59 millions d'années)
jusqu’au refroidissement progressif et le rétablissement d’une importante calotte glaciaire sur
I’ Antarctique (Richardson et al., 2004).

La variation géographique des caractéres a base génétique fournit des preuves irréfutables
de la variation spatiale dans les régimes de sélection. Les populations peuvent étre isolées ou
partiellement isolées lorsque la capacité de dispersion maximale n'est pas atteinte (Lehtonen
et al., 2009). La distribution géographique des variations génétiques ou phénotypiques peut
fournir des informations précieuses sur le processus d'adaptation (Sedghifar et al., 2016). Les
preuves paléoéecologiques suggerent que les conditions climatiques et écologiques étaient
assez similaires dans les régions principales du sud de I'Europe et de I'Afrique du Nord au
cours du Pliocéne et du Pléistocéne, ce qui a entrainé des similitudes dans la composition des
especes des deux régions.

La dessiccation du bassin mediterranéen au cours du Miocéne et la connexion de

I’Afrique du Nord et de ’Europe en deux endroits : Gibraltar et le détroit de Sicile. Ces
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connexions ont facilité la migration entre I'Afrique du Nord et la péninsule Ibérique et entre
I'ltalie et I'Afrique du Nord et ont homogeéneisé la faune et la flore du début du Pliocéne des
deux cotés de la Méditerranée occidentale. Le regarnissage de la mer Méditerranée, entrainant
la séparation éventuelle de I'Europe et de I'Afrique du Nord en Méditerranée occidentale, sont
un élément déclencheur important de nombreux processus de différenciation entre les
populations d'Europe et d'Afrique du Nord et la spéciation de nombreux taxons (Husemann et
al., 2014).

1. Base des données climatiques « WorldClim » :

Pour une étude climatique dans des environnements montagneux et zones a forts gradients
climatiques, des données climatiques a trés haute résolution sont essentielles. Une résolution
spatiale fine (< 1 km?) est nécessaire pour capturer la variabilité environnementale qui peut
étre en partie perdue a des résolutions plus basses (Hijmans et al., 2005).

Lors de la mise en place de la plateforme WorldClim une compilation des moyennes
mensuelles du climat mesurées aux stations météorologiques mondiales, régionales,
nationales et locales, principalement pour la période 1950-2000. Les données sont interpolées
a l'aide de «l'algorithme de spline » et crée des surfaces climatiques mondiales (zones
terrestres uniquement, a l'exception de I'Antarctique) pour les précipitations mensuelles et les
températures minimales, moyennes et maximales, avec une résolution spatiale de 30 arcs

(communément appelé résolution 1 km) (Hijmans et al., 2005).

2. Base des données climatiques « CHELSA » :

Les données CHELSA (Climatologies at High resolution for the Earth’s Land Surface
Areas) sont des estimations de la température et des précipitations a une résolution élevée de
30 arc sec. L'algorithme de température est basé sur une réduction d'échelle statistique des
températures atmosphériques, par contre I'algorithme de précipitation intégre des prédicteurs
orographiques comprenant les champs de vent, lI'exposition a la vallée et la hauteur de la
couche limite. Les données climatologiques de CHELSA ont une précision similaire a celle
des autres produits pour la température, mais ses prévisions des régimes de précipitations sont
meilleures. Les données de CHELSA sont visualisés a l'aide d'un logiciel SIG standard tel
que: SAGA GIS, ArcGIS, QGIS, DIVA et GRASS-GIS (Karger et al., 2017).
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IV. Reégénérations ex-situe de Juniperus thurifera :
1. Prétraitements des graines :

La germination des graines est une étape clé du cycle de vie des plantes, elle est
influencée par de nombreux facteurs environnementaux, notamment la température, la
lumiere, le temps aprés la diffusion et la teneur en humidité du sol. Parmi ceux-ci, la
température est le principal facteur de régulation de la dormance et le taux de germination
(Pinna et al., 2014).

La dormance de la graine signifie que les graines sont vivantes, mais ne germe pas et

ne produit pas de plant dans des conditions de germination favorables. Les graines dormantes
ont besoin de quelque chose de plus que de I'eau et des températures admissibles avant de
commencer a germer, en raison de la présence des inhibiteurs de germination telle que les
inhibiteurs chimiques empéchant la croissance, barriéres physiques empéchant I'absorption ou
le mouvement de l'eau, des gaz ou des hormones endogenes dans la graine. Ou bien,
I'embryon de la graine n'est pas complétement développé (Soltani, 2003; Baskin et Baskin,
2004; Daneshvar, 2015).
La scarification, la stratification et I’imbibition des graines dans 1’eau sont des méthodes
efficaces pour lever la dormance des graines de plusieurs espéces. La scarification est une
méthode par laquelle le tégument ou I'enveloppe de la graine est brisée, rayée ou altérée de
maniére a rendre le tégument plus perméable a l'eau et aux gaz. La stratification est une
méthode dans laquelle des périodes de températures froides et chaudes et des milieux humides
sont utilisées pour mettre fin a la dormance de I’embryon et aider a amorcer la germination.
Les durées recommandées pour les traitements de stratification humide varient entre 0 a 150
jours pour la plupart des especes des coniferes. En régle générale, les graines imbibées sont
stratifiées a des températures voisines a 5°C pendant la période nécessaire pour chaque espece
qui peut étre assez longue (Soltani, 2003; Tauer, 2010; Stoehr et El-Kassaby, 2011).
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Tableau 2. Les travaux réalisés sur la germination des graines du genre Juniperus en
utilisant les prétraitements.

Espéces Traitements Résultats Auteurs
Juniperus Les graines sont stratifiées a 5°C | 80 % de germination aprés | Tigabu et
procera ou 10°C stratification a 5°C al., 2007
Juniperus Immersion des graines dans I’eau | Le taux de germination est | El-Juhany
procera pendant 24h, stratifiées a une | de 48 % pour les graines | et al.,
température de 5°C pendant 75 | immerger dans 1’eau et de | 2009
jours 62 % pour les graines
stratifiées
Juniperus stratification chaud-froid durant | Le taux de germination | Tylkowski
sabina différentes périodes varié de 10 245 % , 2010
Juniperus Chaud (22°C), a froid (4°C); ainsi | 24,7 % de germination Tauer,
scopulorum | que deux stratifications chaudes et | dans le traitement a chaud | 2010
froides combinées et au froid
Juniperus Immersion des graines dans I’cau | Le taux de germination n’a | Al-
phoenicea | (24h) puis stratification a froid pas dépassé les 9,5 % Ramamne
pendant 1 a 3 mois h et al,
2012
Juniperus Stratification au froid (4 °C) Le taux de germination est | Ferradous
thurifera pendant six mois de 15 % etal.,
2013
Juniperus Stratification a chaud et a froid Taux de germination n’a | Pinna et
macrocarpa pas dépassé les 20 % al., 2014
Juniperus 1/Stratification a froid (1°C) La stratification a froid a | Daneshvar
polycarpos | pendant 4, 8, 12 et 16 semaines. donner 12 %-42 % de |, 2015
2/ Stratification chaud-froid ou les | germination et pour
graines ont d'abord été stratifié a | stratification chaud-froid a
chaud pendant 4, 8, 12 et 16 donné lieu a 40 %-72 % de
semaines, puis stratifié a froid germination
Juniperus Stratification a froid (1°C) stratification chaude Daneshvar
polycarpos | pendant 4, 8, 12 et 16 semaines; pendant 16 semaines, et al.,
stratification chaude a 20°C suivies de stratification a 2016
pendant 4, 8, 12 et 16 semaines, froid induit 72 % de
suivies de stratification a froid germination en 12 jours
Juniperus Stratification a froid (-10°C) des | Le taux de germination | Lemessa
procera graines pendant 4 ans varie entre 47 % et 83,5 % | et al.,
2017
Juniperus Stratification a froid pendant 45 et | Le taux de germination a | Negi et
polycarpos | 60 jours dans différentes substrats | varier entre 23,33 % et 70 | Sharma,
% 2017
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2. Culture in vitro:

La culture in vitro est un corpus de méthodes faisant intervenir d’une part des €léments

d’asepsie (stérilisation du matériel, désinfection des explants) et d’autre part, la mise en place
d’un environnement parfaitement contrélé (Zryd, 1988; Montes, 1999). Les techniques des
cultures in vitro sont toujours un outil de prédilection pour la production en masse de
plusieurs espéces fruitiéres et ligneuses. C’est la technique la plus répandue actuellement et de
nombreuses especes sont multipliées par cette méthode (Debergh et Zimmerman, 1991).
La culture in vitro est influencé par plusieurs parametres tels que le choix du milieu de
culture, I’agent gélifiant, le pH du milieu, les différents additifs du milieu de culture, la
lumiére, la température, I'numidité et les tissus végétaux utilisés (Bonga et Von Aderkas,
1992; Bhatia et al., 2015).
La culture d'embryons zygotiques est 1’une des techniques de culture in vitro, elle s'est révelée
étre une méthode intéressante pour propager des especes difficiles a régénérer. Elle permet de
supprimer la dormance des graines et de réduire considérablement le temps de culture
(Haslam et Yeung, 2011; Bhojwani et Dantu, 2013). Les embryons matures et immatures
peuvent étre donc utilisés en culture d’embryons isolés, le stade d’excision de I’embryon évite
I’avortement des embryons immatures qui ne parviennent pas a germer, par contre la culture
d’embryon mature est utilis€¢ afin d’éviter 1’inhibition de la germination par les composés
phénoliques (Pierik, 1997; Thorpe et Yeung, 2011). La technique de culture d'embryons est
influencée par la composition du milieu de culture et l'isolement de I'embryon (Bhojwani et
Dantu, 2013).

Tableau 3. Travaux réalises sur la régenération in vitro du genévrier thurifere en

Algérie.
Type d’explant Milieux utilisé Auteurs
Embryons isolés DCR/ WHITE Tahar, 2013
DCR/ WHITE Ould Maamar et Saadi, 2015
DCR/WHITE Morsli et al., 2015
DCR/ WHITE Mahmoudi, 2016
Graines MS/ WPM Khater, 2018 et Khater et Benbouza, 2018
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2.1.  Milieux de cultures :

Le milieu de culture comprend de 1’eau, de la gélose, du sucre et des éléments minéraux.
Eventuellement un mélange des vitamines et des substances organiques diverses et enfin les
régulateurs de croissance. Pour faciliter le choix du milieu de culture il est recommandé
d’adopter un milieu déja utilisé par d’autres auteurs (Margara, 1982).

2.2.  Régulateurs de croissance :

Cinq principales classes des régulateurs de croissance des plantes sont reconnues, a savoir
les auxines, les gibbérellines, les cytokinines, I'acide abscissique et I'éthylene. Ce dernier
contréle chaque processus de développement dans les plantes. En culture in vitro les
régulateurs de croissance synthétique sont additionnés aux milieux de culture, la réponse des
tissus a ces hormones sont tres complexe ce qui a conduit a suggérer que si les tissus ne sont
pas dans un état réceptif, ils ne répondront pas correctement aux régulateurs de croissance
exogene, peu importe en quelles concentrations et combinaisons les régulateurs de croissance
sont appliqués. Nous pouvons dire que la culture in vitro est souvent impossible sans
régulateurs de croissance (Bonga et Von Aderkas, 1992; Pierik, 1997).

Qu'il soit nécessaire d'ajouter une auxine et/ou une cytokinine a un milieu nutritif pour
obtenir une extension et/ou une division des cellules, cela dépend entierement du type
d'explant et de l'espéce végétale. Par exemple, les explants qui produisent eux-mémes
suffisamment d'auxine n'ont pas besoin d'auxine supplémentaire pour l'extension et/ou la
division des cellules. Il existe également des explants qui produisent suffisamment de
cytokinines et qui n'ont pas besoin d'ajouter de cytokinines supplémentaires au milieu (Pierik,
1997).

2.3.  Antioxydants :

Le brunissement des cultures est souvent un probléme, il entraine une réduction des taux
de croissance et éventuellement la mort des tissus. Pour éviter le brunissement des milieux et
tissus causes par les substances toxiques et les composés phénoliques, des antioxydants sont
utilisés tels que le charbon actif et 1’acide ascorbique (Margara, 1982; Bonga et Von Aderkas,
1992). Les antioxydants ont aussi un réle de protection contre le stress oxydatif (Duci¢ et al.,
2003).

Le charbon actif est ajouté au milieu principalement pour assombrir les milieux et
adsorber les exsudats indésirables. 1l adsorbe les composés phénoliques, métabolites toxiques,
de nombreuses auxines, les cytokinines et l'acide abscissique, mais pas l'acide gibbérellique
(Bonga et Von Aderkas, 1992; Pan et Staden, 1998; Calic-Dragosavac et al., 2010).

Son addition peut avoir des effets bénefiques ou nocifs sur les cultures, mais son utilisation
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est devenu une nécessité pour régler le probléme d’oxydation particulierement chez les
coniféres lors de la phase d’initiation de culture in vitro (Mazinga et al., 2014). Le charbon
actif est fréquemment utilis¢é durant ’induction de la germination des graines (Calic-
Dragosavac et al., 2010).

En revanche, 1’acide ascorbique (ASA) est une substance trés anciennement découverte,
elle était connue sous le nom de la vitamine C. L'acide ascorbique est un micronutriment
essentiel qui sert de puissant antioxydant et de cofacteur spécifique nécessaire a I’activité des
dioxygénases impliqués dans la synthése de I'éthyléne, des gibbérellines et de [l'acide
abscissique, respectivement dans les graines (Arrigoni et De Tullio, 2000; De Tullio et
Arrigoni, 2003; Hannesschlaeger et Pohl, 2018).
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I.  Analyse génétique et géographique :

1. Zone d’étude :

Dans le but de caractériser la variabilité génétique des populations algériennes et
marocaines du genévrier thurifére, tout en les comparant aux populations européennes, un
dépistage des polymorphismes au niveau des locus microsatellites nucléaires (NSSRs) est
réalisé a partir des feuilles des deux populations algériennes (Chélia et Tafrent), quatre
populations marocaines (montagne de moyen et de Haut Atlas), trois populations espagnols et
deux populations francaises (Corse). Pour la population de Chélia 10 arbres sont
échantillonnés sur les 32 arbres existants (Communication de Beghami 2019) et 24 arbres de
Tafrent, la collecte des rameaux est faite d’une maniére aléatoire. Concernant le reste des
populations, des rameaux sont fournies par le laboratoire de systématique et de géographie de
I’Institute de Dendrologie de Kornik (Pologne), ces derniers ont fait 1’objet d’une analyse
biométrique des feuilles et des galbules réalisées par Boratynski et al. (2013). Les feuilles
sont collectées sur 10 a 25 individus (Tableau 4) répartis de maniére aléatoire dans chaque
population; au total 255 individus sont échantillonnés.

Tableau 4 : Localisation géographique des populations du genévrier thurifére utilisées

pour I’analyse génétique.

Abréviations Populations Localisation 'Norr_]b_re
d'individus

. 42.7836111N 25

SP_1 Espagne, Leon, Montes de Luna 05. 7550000
N . 41.7166667N 25

SP_2 Espagne, Soria, Sierra de Cabreja, Ucero 03 0500000E
Sp 3 Espagne, Cuenca, Seraia de Cuenca, 40.1666667N 25

- between La Toba et Buenache de la Sierra 01.6999999E
. . 42.3680556N 21

FR_1 France, Corse, Niolo, Monte Cinto 08.9630555E
. 42.3419444N 25

FR_2 France, Corse, Calacuccia, Golo Valley 09.0030550E
MO 1 Maroc, Moyen Atlas, Jbel Bou Iblane, 33.6000000N 25

- Talzemt 04.1666667E
oA 33.0783333N 25

MO _2 Maroc, Moyen Atlas, Aguelmame Sidi-Ali 05.0250000E
MO 3 Maroc, Haut Atlas, Joel Azourki, Tizi-n- 31.7000000N 25

- lissi, Iglaouane 06.3499999E
. 31.4500000N 25

MO_4 Maroc, Haut Atlas, Tessaout (Toufrine) 06, 4666667E
- \ . 35.3100183N 10

AL_1 Algeérie, Aures, Chelia 06.6262565E
- \ 35.2162530N 24

AL 2 Algérie, Aures, Tafrent 06.6227980E
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2. Extraction de I'ADN de Juniperus thurifera :

L'ADN génomique est extrait des feuilles séchées en utilisant la méthode CTAB (Doyle et
Doyle, 1990), modifiée. La poudre homogene des tissus végétales de chaque arbre est mise
dans des tubes Eppendorf de 2 ml, nous ajoutons 1 ml d’ATAMB buffer et 70 ul de DTT
(Dithiothréitol). Les 255 tubes Eppendorf sont mis dans I’incubateur a 65°C pendant 2h.
Apres refroidissement, nous ajoutons 400 pl de dichlorométhane puis nous mixons le tout.
Toutes ces étapes sont réalisées sous hotte chimique. Les tubes Eppendorf qui contiennent le
mélange sont centrifugés a 14000 tours/min pendant 15 minutes a 4°C. Le liquide surnageant
jaunatre est prélevé dans un nouveau tube eppendorf de 1,5 ml, un volume de 300 pl
d’isopropanol conservé a -20°C est ajouté a chaque eppendorf puis mixé et placé dans le
congélateur a -20°C pendant une nuit. Les tubes Eppendorf sont récupérés et transférés dans
une centrifugeuse. Le surnageant est éliminé et nous laissons secher les tubes Eppendorf qui
contiennent un anneau d’ADN pendant 3 a 4 minutes. Nous ajoutons 1 ml d’éthanol 70 %
dans les tubes Eppendorf qui contiennent de I’ADN et centrifugés pendant 15 min.
La dernicre étape consiste a enlever 1’éthanol des tubes eppendorf puis les sécher durant une
nuit. Par la suite, nous ajoutons 100 ml de I’eau distillée stérile dans chaque tube et on les

conserve au congélateur (-20°C).

3. Amplification et séquencage de I'ADN:

Afin de quantifier ’ADN, il est nécessaire de préparer des solutions qui contiennent un
mélange de 30ul d’ADN et de 50 a 100 pl de I’eau distillée stérile. La solution d’ADN est
analysée dans le biophotometre est récupérée et mise dans une palette.
Un ensemble de six marqueurs microsatellites nucléaires (nSSR) développés a I'origine pour
Juniperus thurifera qui sont hautement polymorphes selon Teixeira et al. (2014), seront
utilisés : JT_01,JT_04,JT_30, JT_33,JT_40 et JT_46 (Tableau 5).

Deux PCRs multiplexes sont réalisés dans un volume final de 10 pl contenant environ 60 ng
d'’ADN matrice, 1U d'ADN polymérase de démarrage a chaud (Syngen Biotech, Pologne),
1uM de chaque paire d'amorces, 1x tampon de réaction, 2,5 mM de MgClI; et une eau ultra
pure. La premiére réaction multiplexe impliquant les locus JT_01, JT 30 et JT 33 et la
seconde avec les locus JT 04, JT 40 et JT_46 sont amplifiées dans un thermocycleur
SensoQuest dans les conditions suivantes: une étape de dénaturation initiale de 15 min a 95°C
suivie de 40 cycles de dénaturation a 94°C pendant 30 secondes, I’annelage nécessite une
température spécifique a chaque multiplex pendant 90 secondes (57°C pour le multiplex I et

55°C pour le multiplex 11), et extension a 72°C pendant 60 secondes et une derniere étape
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d'extension a 72°C pendant 10 min. Les produits de PCR sont analysés en utilisant un
analyseur génétique AB 3130 (Thermo Fisher Scientific, USA) avec un systéme
d'électrophorése capillaire et un standard de taille interne, GeneScan™ 500 LIZ®. Les
génotypes sont évalués a l'aide du logiciel GeneMapper 4.0 (Thermo Fisher Scientific, USA).

Tableau 5 : Marqueurs microsatellites nucléaires (nSSR) utilisés (Teixeira et al., 2014).

Locus Séquences d'amorces 5' - 3'
JT_01 AATCCATCACATGCCATCTTT
CCCTCATAAGAATCAATGAGATCC
JT_04 CCAAGGAATGATCTAACCTTTGAA
TGGGATGCATATCTTATCTTCCT
JT_30 AATCCCCTATCCTTGCCAGT
TCAACAATATCAGCAAGTAATGAGA
JT_33 GAGCTTCCTTTGTAGATTTTGGG
GTAAGAAGACACCACTCAGTCGAT
JT_40 GGCCGCATGATCCATTACT
TCGTAACGTAATGACATGTATAGTGC
JT_46 TGAGATCACCTACTTCCTAGTGGA
CCACCAAGGGCATAGAGTTC

4. Analyse des données :

4.1. Diversité génétique :

Juniperus thurifera est une espéce tétraploide (Romo et al., 2013; Zeraib et al., 2014) qui
a des conséquences pratiques importantes sur la notation des génotypes et I'analyse statistique
ultérieure des génotypes de SSR (Dufresne et al., 2014; Meirmans et al., 2018). L'attribution
des génotypes est trés ambigué en raison de la difficulté a résoudre le nombre des copies
d'alléles dans les polyploides. Cette question méthodologique conduit a des situations dans
lesquelles les génotypes ne peuvent pas étre vraiment déduits a partir des phénotypes; par
consequent, ni les fréquences alléliques ni les fréquences génotypiques ne peuvent étre
estimées, ce qui est nécessaire pour mettre en ccuvre des inférences basées sur la génétique
des populations (Clark et Jasieniuk, 2011; Dufresne et al., 2014). De plus, la fixation de
I'néterozygotie est une caractéristigue commune, car des isoloci genétiquement differents
peuvent partager les mémes alleles, ce qui empéche toute évaluation statistique de I'écart par
rapport a I'équilibre de Hardy-Weinberg ou au niveau de diversité génétique (Obbard et al.,
2006).

Le logiciel GenoDive 2.0b23 (Meirmans et Van Tienderen, 2004), qui permet 1’analyse
génétique des populations polyploides en corrigeant I’ambiguité du nombre des copies
d’alleles est utilisé pour le calcul des paramétres de diversité fondamentaux tels que le

nombre d’all¢les (N), le nombre moyen d’alléles (N;), nombre effectif d’alléles (N¢), nombre
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d’alleles privés (P,) et d’hétérozygotie au sein des populations (Hs). Les alléles manquants
dans les génotypes étaient remplis avec l'option « fréquences alléliques globales ».

La différenciation génétique globale entre les populations est évaluée a l'aide de l'indice
de fixation, Gst (Nei, 1987) et testée avec 9999 permutations. Enfin, la différenciation des
populations par paires (Fst) est calculée a partir d'une analyse de la variance moléculaire
(AMOVA), qui est exactement equivalente a la statistique de Weir & Cockerham (1984), et
son importance est testée avec 9999 permutations.

4.2. Modéles géographiques de différenciation :

Différentes méthodes d'analyses multivariées appliquées aux polyploides sont utilisées

pour détecter la structure des populations (Meirmans et al., 2018). Tout d'abord, une analyse
de k-moyennes basées sur AMOVA (Meirmans, 2012) réalisée dans le logiciel GenoDive.
Cette méthode est basée sur le calcul de la somme des carrés entre les groupes et divise les
individus en un nombre de groupes (k) de telle sorte que la somme des carrés entre les
groupes soit maximisée sur la base d'un algorithme qui simule 1’annelage. L'analyse est
effectuée sur I’ensemble des données générées pour k-moyennes de 2 a 9, en utilisant 20
répétitions de 1'algorithme qui simule 1’annelage, avec 50000 étapes MCMC (Markov Chain
Monte Carlo).
Pour estimer le nombre le plus probable des groupes (k optimal), nous avons utilisé le critere
d'information bayésien (BIC) et les méthodes de pseudo-F-statistique de Calinski & Harabasz
(1974). Les résultats du regroupement biologiquement justifiés sont discutés, conformément a
la recommandation de Meirmans (2012).

Deuxiemement, pour déduire le schéma géographique de différenciation génétique et
détecter un mélange génétique potentiel, une analyse discriminante des principaux
composants (DAPC) (Jombart et al., 2010) qui se trouve dans le paquet ‘adegenet' dans le
logiciel R 3.4.3 (Jombart, 2008; R Core Team, 2013) est utilisée. Cette analyse multivariée
n'est pas limitée par des hypotheses sur les modéles génétiques des populations et peut donc
servir d'outil plus efficace pour déméler la structure complexe d'une population (Jombart et
al., 2010). L'analyse est réalisée sur une base des données génétiques qui sont transformées en
une matrice binaire de la présence et de I'absence de chaque allele. DAPC est une procédure
multivariée en deux étapes dans laquelle les données sont d'abord transformées par I’analyse
en composantes principales (ACP) en tant qu'étape préalable a une analyse discriminante
(DA). La fonction ‘Find cluster’ est utilisée pour identifier le nombre optimal des groupes

basés sur le critere d'information bayésien (BIC). Le nombre des composants principaux
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(PCs) a conserver pour le DAPC est choisi en fonction du score o en utilisant la fonction
‘optim.a.score’; le DAPC est réalisé sur 12 composants principaux (PCs).

L'algorithme de différence maximale de Monmonier réalisée avec le logiciel BARRIER
2.2 (Manni et al., 2004) est utilisee pour identifier les discontinuités génétiques entre les
populations. Cette approche est confirmée pour étre efficace dans les approches visant a
I'identification des lignées interspécifiques (Xu et al., 2017). L'analyse est réalisée en utilisant
la matrice de distance génétique de Nei et les coordonnées géographiques de chaque
population. La signification de chaque barriere déduite est évaluée par bootstrap avec 100
réplications de matrice de distance génétique. Les programmes SEQBOOT et GENDIST mis
en ceuvre dans le paquet PHYLIP 3.696 sont utilisés pour obtenir des données multiples
matrices pour bootstrap.

Enfin, une approche de classification bayésienne basée sur un modeéle mis en ceuvre dans
le logiciel STRUCTURE 2.3.3 (Pritchard et al., 2000) est utilisée pour déterminer la structure
génétique spatiale. Un modele de mélange non-spatial avec des fréquences alléliques
corrélées est utilise. Pour faire face au niveau de ploidie 4n qui génére l'ambiguité du
génotype, nous avons utilisé l'option récessive alleles tel que recommandé par le logiciel
manuel et récent travail de Meirmans (2018). Dix répétitions indépendantes pour chaque
nombre de groupe (K) allant de 1 & 12 sont réalisées avec un ensemble de burn-in de 100 000
étapes, suivi de 200 000 itérations MCMC. La plateforme CLUMPAK (Kopelman et al.,
2015) est utilisé pour aligner les essais répliqués et les probabilités d'affectation individuelles
moyennes pour la valeur K le plus probable et d'estimer le nombre optimal des groupes selon
la méthode de 'AK Evanno (Evanno et al., 2005).

Pour déterminer la distribution hiérarchique de la variation génétique, 'AMOVA
implémentée dans le logiciel GenoDive est réalisée pour deux configurations définies : parmi
les régions géographiques (Europe, Maroc et Algérie) et les groupes révélés par I'analyse de
regroupement réalisé par DAPC (k = 4). La signification est testée avec 9999 permutations et
les distances sont calculées en utilisant le modele des alleles infinis indépendants de la ploidie
(Rho). Pour tester I'isolement par distance (IBD), la matrice de distance géographique est
corrélée aux distances genétiques (Fst) en utilisant le test standard de Mantel mis en ceuvre
dans GenoDive et la signification est évaluée a 9999 permutations.

4.3. Modélisation de la distribution géographique de Juniperus thurifera:

Le modele de distribution pour Juniperus thurifera est construit en utilisant I'approche
d'entropie maximale réalisée dans le logiciel MaxEnt 3.4.1 (Phillips et al., 2004; Elith et al.,

2011). Les données sur les distributions des populations naturelles de Juniperus thurifera et
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leur positionnement géographique sont obtenus et vérifiées a partir de la littérature et des
observations personnelles (Annexe 02). Un total de 280 points géographiques est valide pour
I’analyse. Les variables bioclimatiques sont récupérées a partir de la base des données
WorldClim (Hijmans et al., 2005) et CHELSA 1.2 (Karger et al., 2017) pour construire des
modeles présentant une distribution actuelle et potentiel de I'espéce en fonction des conditions
climatiques favorables (1960-1990) et celle du dernier maximum glaciaire (LGM; 22 ka BP).

Il est demontré que la base des données CHELSE fournit des estimations plus précises en
termes des précipitations que WorldClim, car I'algorithme d'estimation des précipitations est
basés sur une réduction d’échelle statistique des températures atmosphériques qui fournissent
des climatologies améliorées, en particulier dans le paysage montagneux (Karger et al., 2017).
La résolution spatiale de 19 variables bioclimatiques (Hijmans et al., 2005) (Tableau 12 et 13)
est utilisée pour modéliser la gamme des especes courante qui était de 30 arc-sec et pour le
scénario du dernier maximum glaciaire (LGM), le modele du systéeme climatique
communautaire (CCSM4) avec une résolution de 2,5 arc-min est utilisé (Gent et al., 2011).
De plus, pour prédire les changements futurs dans la distribution de la gamme des espéces, le
scénario RCP 2.6 du changement climatique est testé pour le modéle CCSM4 a une résolution
de 2,5 arc-min. Ce scénario suppose que, avant 2100 ans, la concentration atmosphérique de
CO; atteindra 440 ppm et augmente le forcage radiatif de 2,6 W/m’ et que I'augmentation de
la température globale moyenne a la surface a la fin du 21°™ siécle (2081-2100) sera de 0,3°C
al7°C.

L'analyse bootstrap est effectuée avec 100 répétitions, le seuil de convergence est fixé a
10, et le nombre maximal de répétition est fixée a 10 000. L'option de départ ‘amorce
aléatoire’ est appliquée, 20 % des données sont mises de c6té comme points de test et dont la
sortie est fixée a la logistique. Pour révéler les zones de persistance des especes a long terme,
nous avons aussi modélisé la gamme théorique Eemian (120-140 ka BP) de Juniperus
thurifere en Europe et en Afrique. Cependant, la projection Eemian était disponible
uniquement avec des données de WorldClim. Nous avons procédé a la modélisation des
distributions actuelles et du dernier maximum glaciaire (LGM) en utilisant les données
d'occurrence (1) conjointement pour les populations africaines et européennes, (2) pour les
populations africaines seulement et (3) pour les populations européennes en utilisant
uniquement les deux ensembles des données climatiques. En tant que critére de precision du
modele, La fonction d’efficacité du récepteur (courbe ROC) et la valeur de l'aire sous la
courbe ROC (AUC) étaient utilisés (Wang et al., 2007; Mas et al., 2013). Les résultats des
analyses sont visualisées dans QGIS 2.18.20 (QGIS, 2012).
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De plus, l'influence relative de chaque variable bioclimatique sur la répartition actuelle de
Juniperus thurifera est vérifiée par une ACP afin de caractériser les différences écologiques
entre les populations Africaines et Européennes. L'analyse est effectuée sur 583 ensembles
des données (Annexe 02), les données bioclimatiques sont extraites de la base de donnée
CHELSA en utilisant le software SAGA GIS (Conrad et al., 2015). La fonction "vif" du
paquet «usdm » en R est utilisée pour calculer le VIF (variance facteur d'inflation). Dix
variables climatiques, qui ont les valeurs les plus élevées de VIF (> 300) sont retirés de
I'analyse afin d'éviter 1’autocorrélation. L’ACP est exécutée en utilisant la fonction de «
prcomp » mis en ceuvre dans logiciel R. La présentation graphique des résultats de la

modélisation sont réalisées a I'aide du systéeme d'information géographique QGIS.

I1. Etude de la régénération ex-situe de Juniperus thurifera var. aurasiaca:

1. Etude biométrique et la qualité des galbules et des graines :

Les galbules matures étudiées proviennent des six thuriféraies algériennes de la région des
Aures (Tableau 6). La récolte des galbules est effectuée le 01/12/2014 et le 23/12/2015 (Taib;
Ould Maamar et Saadi, 2015). Une fois la récolte faite les galbules matures (bleuatres) et
immatures (verdatres) sont séparées selon leurs couleurs.

Pour 1’étude biométrique la longueur et la largeur de 100 galbules sont mesurés suivie des
mesures de 100 graines. Le nombre de graines par galbule est aussi calculé. Les mesures sont
réalisées pour chaque population de Juniperus thurifera algérienne.

Le taux de parasitisme est calculé pour la totalité des galbules matures récoltées dans chaque
thuriféraie. L’observation est faite sous une loupe binoculaire a grossissement x10. Les
graines sont extraites des galbules matures par élimination des écailles charnues, puis scarifier

mécaniquement pour définir I’état des endospermes.

Tableau 6. Localisation des 06 populations de Juniperus thurifera var. aurasiaca
(UCIN, 2001; Ould Maamar et Saadi, 2015).

Locations Chélia Tafrent M’Sara T’Kout Ras draa Theniet El Abed
(CHK) (TFK) (MS) (TKT) (RDB) “ZANA” (TAB)
Coordonnées 35°18'37.0"'N  35°12'31.6"N  35°03'47.58"N  35°1325.0'N  35°24'59.0"N 35°15'00.4"N
géographiques  (06°37'36.8"E  06°37'44.8"E  06°38'06.66’E  06°27'19.0'E  06°22'59.6"E 06°11'00.4"E
Altitude (m) 2069 1660 1430 1760 1700 1276
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2. Induction de la germination ex-situe :

Les endospermes blanchétres extraits des graines du genévrier thurifére récoltées dans le
peuplement de ZANA, sont sélectionnés vue le nombre d’arbre femelle existant dans le
peuplement, qui est de 1600 arbres (UCIN, 2001).

2.1. Prétraitements effectués sur les endospermes:

En raison de manque de régénération naturel dans le genre Juniperus, plusieurs études ont
été menées sur I’effet positif des prétraitements sur la germination des graines (Daneshvar et
al., 2016; Lemessa et al., 2017; Negi, Sharma, 2017). Pour cela, la présente étude a pour
objectif de tester I’effet de certains prétraitements les plus probants sur la germination in vivo
des endospermes blanchatres de Juniperus thurifera var. aurasiaca. Ainsi, des traitements
sont mis en place, en utilisant 40 endospermes blanchatres dans chaque traitement (chaque
essai est répété deux fois). Les endospermes sont cultivés sur du coton a 1’intérieur des boites
de Pétri (Diamétre 90 mm). Les boites sont recouvertes de I’aluminium pour assurer
I’obscurité, puis mises au réfrigérateur a une température de 4°C. L’humidité du coton est
assurée durant toute I’expérimentation. Les endospermes sont stratifiés le temps qu’il faut
pour la lever de dormance. Les traitements effectués sont mentionnés dans le tableau 7.
Tableau 7 : Synthese des prétraitements réalisés pour induire la germination des

endospermes blanchéatres de Juniperus thurifera var. aurasiaca.

H,O GA; H,O, | Stratifiés Non
Codes 4°C 30°C 4°C | -12°C 4°C 24°C . stratolfles

24h | 48h | 10min | 10min | 24h | 24h | 48h | 12h 4°c 25°C
A (Témoin) | - | - - - - - - - - +
B - - - - - - - - + -
C + - - - - - - - + -
D - + - - - - - - + -
E + - - - - + - - + -
F + - - - - - + - + -
G - + - - - + - - + -
H - + - - - - + - + -
| - - - + - - - - + -
J - + + - - - - + -
K - - - - - - - + + -
L + - - - + - - - + -

+ Traitement effectué - Traitement non effectué
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2.2. Induction de la germination in vitro des embryons isolés de Juniperus

thurifera var. aurasiaca:

L’¢étude de la régénération du genévrier thurifére a fait I’objet de nombreuses études sans
pour autant déceler les facteurs limitant sa régénération. Selon Morsli et al. (2015), cette
espéce est caractérisée par une double dormance des graines (tégumentaires et embryonnaires)
et proposent la culture d’embryons isolés comme solution alternative pour induire une
germination rapide. L’objectif de la présente étude est d’induire des germinations groupées et
homogenes des embryons isolées dormantes en un temps reduit.

a) Désinfection des endospermes et isolement des embryons :

Les endospermes blanchatres sont imbibés dans 1’eau distillée pendant 12 heures a la
température ambiante, puis sont désinfectés sous hotte a flux laminaire par un trempage dans
un mélange d'hypochlorite de sodium (32°) et quelques gouttes de tween 20 pendant 15
minutes, suivis de 03 ringages de ’eau distillée stérile (Ould Maamar et Saadi, 2015). Pour
I’isolement des embryons, 1’endosperme doit €tre soigneusement écarté. Ces dernierS sont
séchés sur papier filtre stérile puis sont mis sur le milieu de culture.

b) Mise en culture d’embryons isolés :

Le milieu de culture utilisé est le milieu DCR (Gupta et Durzan, 1985) additionné de
20 g/1 de saccharose et solidifié par 7,5 g/l d’agar. Différents traitements sont testés afin de
déceler le milieu optimal de germination des embryons et de croissance des vitrosemis. Le
milieu de culture est additionné de 5 g/l de charbon actif ou 1 mg/l d’acide ascorbique seul ou
en combinant les deux antioxydants. En plus de ces derniers, des régulateurs de croissance
sont ajoutés aux milieux de culture a différentes concentrations : le DTZ (Thidiazuron) avec
0, 0.1, et 0.25 mg/l ; la BAP (Benzylaminopurine) est utilisées avec 0 ; 0,1 ; 0,25 et 0,5 mg/l ;
pour I’AIB (I’acide indole butyrique) est utilisée avec 0 ; 0,1 ; 0,25 et 0,5 mg/l, quant a I’acide
gibbérellique, les concentrations testées sont: 0; 0,1; 0,25 ; 0,5; 0,75 et 1 mg/l (Annexe 02).

Le pH du milieu de culture est ajusté entre 5.6 et 5.8 puis autoclavé pendant 20 min a une
tempeérature de 121°C. Les cultures sont maintenues a 1’obscurité dans la chambre de culture
pendant 15 jours puis transferé a une photoperiode de 8h d’obscurité et 16 h de lumiere.

¢) Acclimatation :

Les vitroplants ont fait 1’objet d’un essai d’acclimatation. Les vitroplants sont séparés du
milieu de culture a 1’eau courante, et mis dans des pots qui contiennent un mélange de sable
de riviere, terreau et de terre végétale préalablement stérilisé. Les vitroplants sont mis dans
une boite avec un couvert dans un phytotron a une température de 15°C et une photopériode

(10h de lumiere/14h d’obscurité). L’ouverture de la boite se fait progressivement pendant 5
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minutes jusqu’a son ouverture totale. La température augmente avec 3°C jusqu’a atteindre
20°C. Cette technique est adaptée d’un essai d’acclimatation des vitroplants du chéne a

I’institut de dendrologie de Kornik.
3. Analyse des données :

Une analyse discriminante des principaux composants (DAPC) est realisée avec le logiciel
R 3.4.3 pour déterminer 1’existence des groupes selon la morphologie des galbules et graines
matures. Puis la qualité des galbules et des graines de Juniperus thurifera est déduite en
déterminant le pourcentage des galbules parasitées et saines, le calcul des taux des graines
vides et parasitées, en déterminant aussi le taux des endospermes blanchatres et lignifiés.

Concernant les méthodes de régénération du genévrier thurifere, le taux de germination et
le temps moyen de germination (TMG) des endospermes blanchatres et embryons isolées sont
calculés. Le TMG est calculé par la formule suivante :

TMG (days) = X (ti.ni)/X ni
Ou ti est le nombre de jours a partir de la date de semis et ni le nombre de germination chaque
jour (Al-Ramamneh et al., 2012; Daneshvar, 2015).
Le suivie des vitroplants nous a amené a calculer le taux de nécrose et callogenése.

Les analyses statistiques sont réalisées avec le logiciel R 3.4.3, le test de Leven est utilisé
pour déduire I’effet des traitements sur le développement des vitroplants suivi du test de
Duncun pour détecter les groupes homogenes entre les prétraitements utilisés et s’il y a une
différence entre les temps moyens de germination et aussi utilisé pour déterminer les
différences entre les effets des milieux de culture testés sur le développement des vitroplants.

Les graphiques de cette partie sont élaborés par le logiciel Origine Pro 8.

38



Chapitre 111 : Resultats et

Interpretations
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I.  Analyse génétique et géographique :

1. Diversité génétique et différenciation :

Tous les locus utilisés sont polymorphes et le nombre d'alleles varie de 12 (JT_04) a 44
(JT_33), pour un total de 144 alleles détectés parmi les 255 individus analysés.
En termes de diversité allélique, les populations algériennes sont moins variables
(Na = 12,500 et N = 5,985) que les populations européennes (N, = 13,166; N, = 5,576) et
marocaines (N, = 13,500; N = 5,460) (Tableau 8). Dans toutes les populations (sauf MO _1 et
MO _4), des alleles privés sont détectés, mais le plus grand nombre (10) est observé dans les
populations européennes. L'hétérozygotie au sein des populations (Hs) varie de 0,687 (FR_2)
a 0,809 (AL_2), avec une valeur moyenne de 0,772.

Une comparaison entre la partie européenne de l'aire de répartition de Juniperus thurifera
et les populations africaines montre que la population algérienne présente la valeur moyenne
significative la plus élevée de la diversité intra-population (Hs = 0,808; P= 0,133), mais cette
valeur n'était pas significativement supérieure que les autres valeurs (Tableau 8).
La différenciation génétique globale entre les populations étant faibles mais hautement
significatif (Gst = 0,026; p <0,001). En conséquence, les valeurs de Fsr par paires des
populations allaient de 0,002 (entre les populations MO_1 et MO_3) a 0,059 (entre les
populations FR_2 et AL_1) et sont significatives (p< 0,001) dans la plupart des populations
(Tableau 9).

2. Modeéle géographique de différenciation:

L'analyse de la classification des k-moyennes basée sur ’AMOVA a identifié k = 4
comme le nombre le plus probable des groupes (clusters) et la pseudo-F-statistique (tableaux
9 et 11) indique une nette discontinuité génétique entre les régions géographiques distinctes.
En effet, les populations européennes, marocaines et algériennes forment trois groupes
distincts. Une sous-structure est détectée au sein de la population européenne ; plus
précisément, la population de corse (FR_2) qui se détache des populations espagnoles. Selon
I’analyse BIC (critére d’information bayésien), les populations sont réparties en neuf groupes
distincts (k = 9) sans structure géographique claire (Tableaux 8 et 10). Cette répartition
indique une sous-structure supplémentaire des populations dans les principales régions de
I’aire de répartition de 1’espece. La plupart des populations sont placées dans des groupes
distincts; seules les populations (SP_3 et FR_1) et deux populations Marocaines (MO _1 et

MO _3) partagent les mémes groupes (groupe | et 1, respectivement).
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Tableau 8 : Localisation des populations etudiées de Juniperus thurifera, et résumé des statistiques de la variabilité genétique et AMOVA
basé sur k-moyennes pour le nombre optimal de groupe (k =4 et k = 9).

Code des Nom des Populations Localisation AMOVA-basé k-means

populations N N, N, P, H. k=4 k=9

SP_1 Espagne, Ledn, Montes de la Luna 42.7836111N 25 12,33 548 2 0,79 1 1
05.7550000E

SP_2 Espagne, Soria, Sierra de Cabreja, Ucero 41.7166667N 25 14,67 6,06 2 0,75 1 2
03.0500000E

SP_3 Espagne, Cuenca, Seraia de Cuenca, entre La Toba et 40.1666667N 25 12,83 554 2 0,76 1 6

Buenache de la Sierra 01.6999999E

FR 1 France, Corse, Niolo, Monte Cinto 42.3680556N 21 1417 591 2 0,78 1 6
08.9630555E

FR_2 France, Corse, Calacuccia, Golo Valley 42.3419444N 25 11,83 4,89 2 0,69 2 5
09.0030550E
Moyenne 13,166 5,576 0,754

MO_1 Maroc, Moyen Atlas, Jbel Bou Iblane, E de Talzemt 33.6000000N 25 13,67 5,49 0 0,76 4 8
04.1666667E

MO _2 Maroc, Moyen Atlas, Aguelmame Sidi-Ali 33.0783333N 25 1250 4,90 1 0,76 4 9
05.0250000E

MO_3 Maroc, Haut Atlas, Jbel Azourki, below Tizi-n-1lissi, 31.7000000N 25 14,83 5,64 1 0,79 4 8

Iglaouane 06.3499999E

MO _4 Maroc, Haut Atlas, Tessaout (Toufrine) 31.4500000N 25 13,00 581 0 0,78 4 3
06.4666667E
Moyenne 13,500 5,460 0,773

AL 1 Algérie, Aures, Chelia 35.3100183N 10 10,27 5,79 1 0,81 3 4
06.6262565E

AL 2 Algérie, Aures, Tafrent 35.2162530N 24 1483 6,18 1 0,81 3 7
06.6227980E
Moyenne 12,500 5,985 0,810

N - nombre d'individus; N, - nombre moyen d'alléles; N, — nombre effectif d'alléles; P, - nombre d'alléles privés; Hs - hétérozygotie au sein des populations

40



Chapitre III Résultats et interprétations

Tableau 9 : Estimations par paire de Fst parmi les populations étudiées de Juniperus thurifera.

Populations  SP_1 SP 2 SP 3 FR_1 FR 2 MO _1 MO 2 MO _3 MO _4 AL_1 AL_2
SP 1 -

SP_2 0,011 -

SP 3 0,006™°  0,005"° -

FR 1 0,007 0,009”  0,003"° --

FR_ 2 0,032° 0018”7 00117 0,024 -

MO 1 0,012 0,012 0,003" 0,013 0,015 -

MO _2 0,023 0,027° 00137 0,029 0,033° 0,009 --

MO _3 0,007 0,020  0,006™ 0,020 0,028  0,002™ 0,005 --

MO _4 0,015~ 0017 0007  0016°  0,018"  0,003" 0,005  0,006" -

AL 1 0,035 0,040° 0,032 0.038 0,059° 0,031 0,034 0,035 0,032 --

AL 2 0,025 0,024 0,017 0.019 0,045° 0,021 0,017 0,025 0,018  0,0207 -

Niveau de signification * - P <0.001; ** - P <0.05; NS — non-significatif
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Tableau 10: Résumé des analyses AMOVA basé sur K-moyenne réalisée en GenoDive,
nombre optimal de groupe (k) indiquée par deux méthodes.

K SSD(T) SSD(AC) SSD(WC) pseudo-F BIC Rho

2 3121,694 57,520 3064,174 2,479 63,552 0,021
3 3121,694 104,915 3016,779 2,600 63,119 0,034
4 3121,694 141,475 2980,219 2,644 62,692 0,041
5 3121,694 163,935 2957,759 2,401 62,908 0,045
6 3121,694 185,111 2936,584 2,279 62,758 0,045
7 3121,694 204,101 2917,594 2,186 62,227 0,044
8 3121,694 222,991 2898,703 2,204 60,647 0,046
9 3121,694 239,011 2882,683 2,186 57,9717 0,047

La DAPC a identifié k = 4 est le nombre de groupe le plus probable en se basent sur
I’analyse BIC et confirme le schéma de différenciation révélé par I'analyse k-moyenne basées
sur AMOVA. Un modéle géographique claire de différenciation avec partage modéré des
pools des génes entre les groupes inférés est détecté (Fig. 6A). Elle est également confirmée
au niveau individuel sur le tracé d’ordination des deux premiers composants principaux sur 24
inclus (Fig. 7). En conséquence, toutes les populations de la partie européenne de I’aire de
répartition de I’espéce (SP et FR) sont classées dans les groupes | et |11 avec des coefficients
d’appartenance moyenne (44 % et 37 %, respectivement). La DAPC a indiqué une nouvelle
subdivision des populations africaines en deux groupes avec un partage limité des pools de
genes. Les populations marocaines sont regroupées principalement dans les groupes IV et il
(en moyenne de 63 % et 26 %, respectivement), tandis que les populations algériennes sont
classées dans le groupe Il (en moyenne de 65 %). Dans ce dernier groupe, la population la
plus distincte était celle de Chélia (AL_1), constituée d'individus présentant des affinités
génétiques limitées pour les différents groupes par rapport aux autres populations (groupe I,
83 %).

Selon le logiciel STRUCTURE, la meilleure k décrivant la structure génétique spatiale
des populations analysées de Juniperus thurifera est k = 6 (Fig.6B, C). Ce résultat montre le
caractére distinctif des populations algériennes des autres populations européennes et
marocaines. Les populations algériennes forment plut6ét un groupe homogeéne et la plupart du
temps, ils sont attribués au groupe Il avec échange modéré des genes avec d'autres groupes
(Fig.6B). Toutes les populations restantes sont plutét entremélées, mais un certain modeéle
général pourrait étre conclu. Les populations Marocaines sont regroupées principalement

dans les deux groupes Il et IV. Les populations de la partie européenne montrent un mélange
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Figure 6: Localisation des populations de Juniperus thurifera soumises a une analyse génétique et structure génétique des populations sur la base de
six loci nSSR: (A) diagrammes a barres obtenus a partir d'une DAPC avec des barriéres génétiques obtenues avec I'algorithme de Monmonier ; (B)
la proportion ou appartient chaque individu dans les six groupe (cluster) supposées (K = 6) selon une approche bayésienne estimée par
STRUCTURE; (C) estimation du nombre optimal de groupes génétiques suivant la méthode AK d'Evanno. Carte réalisée par QGIS.
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génétique élevé, mais les populations espagnoles pour la plupart du temps sont dans les
groupes I et V alors que la population de Corse est dans les groupes I et IV (Fig. 6B).

Selon l'analyse Barriére, trois limites génétiques fortement soutenues sont identifiées parmi
les populations de Juniperus thurifera (Fig. 6A). Encore une fois, les populations algériennes
semblent avoir un caractere trés distinct, elles sont différentes de celle de I’Espagne, de Corse
(valeur bootstrap 100 %) et marocaine (valeur bootstrap 85 %). En outre, la barriere divise

aussi les deux populations d’Algérie (valeur de bootstrap de 98 %).

DA eigenvalues

- hﬂﬂﬂm%

Figure 7 : Représentation d’un graphique d'ordination pour les deux premiers axes des
composants principaux résultant d'une DAPC pour chaque individu, les ellipses
indiquent leur affectation aux groupes génétiques inférees. Le graphique en bas a droite
indique la variance expliquée par les principaux axes des composants utilisés pour le
DAPC (gris foncé).

L’AMOVA montre que la majeure partie de la variation génétique (94 %) s’est
produite au sein des populations, tandis que la variation attribuable aux régions géographiques
et aux groupes génetiques definies par I'analyse en groupes représente respectivement 3,6 %
et 4,5 % de la variation totale (Tableau 11). Un test Mantel a révélé une corrélation positive

significative entre les distances génétiques et géographiques (r = 0,334, P = 0,005).
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Tableau 11: Analyse de la variance moléculaire (AMOVA) estimé entre les régions
géographiques (Europe, le Maroc et I'Algérie) et les groupes révelés par I'analyse en
cluster (k= 4).

Source de variation SSD df. MS %Var F-value P-value
Parmi les régions

Au sein de la population 2797,118 235 11,903 0,938 0,062 --
Parmi la population nichée dansles o1 1o g 20145 0026 0027 0,000
régions

Parmi les régions 99,813 2 49,907 0,036 0,036 0,000

Parmi les groupes (cluster) (k = 4)

Au sein de la population 2797,118 235 11,903 0,938 0,062 --
Parmi la population nichée dans les

groupes 123,257 7 17,608 0,017 0,018 0,001
Parmi les groupes 137,715 3 45905 0,045 0,045 0,000

Abréviation : SSD - la somme de déviations de carrés, d.f. - le dégrée de liberté, MS - les
carrés moyens, % Var - le pourcentage de variation totale, la P-valeur est basée sur 9 999
permutations

3. Modélisation de la distribution de Juniperus thurifera :

La précision du modele MaxEnt pour les prévisions actuelles de distribution de Juniperus
thurifera tenant compte des données climatiques fournis par WorldClim, exprimées par la
AUC (I’aire sous la courbe ROC), a atteint 0,974 pour les peuplements européens et africains
combinés, 0,983 pour les peuplements exclusivement européens et 0,990 pour les
peuplements exclusivement africains, ce qui témoigne des performances élevées du modéle.
De méme une grande précision est obtenue avec les données CHELSA, 0,972 dans les deux
peuplements africains et européens, 0,983 pour les peuplements européens exclusivement et
0,990 pour les peuplements d'Afrique.

Les principaux facteurs limitant l'aire de répartition actuelle des especes modélisées
conjointement a partir des données climatiques d’Europe et d’Afrique fournis par WorldClim
sont : la température moyenne du trimestre le plus froid (BIO11-contribution relative: 28,6
%), la température minimale du mois le plus froid (BIO6- contribution relative: 22,8 %), la
température moyenne du trimestre le plus sec (BlIO9-contribution relative: 11,4 %) et les
précipitations du trimestre le plus chaud (BIO18-contribution relative: 10,2 %) (Tableau 12).

L'ensemble des facteurs utilisés pour modéliser la répartition actuelle de la sous-espece
africaine n'était différent que par le nombre de variables bioclimatiques importantes (Tableau
12). Néanmoins, la variable BIO11 reste la plus importante (31,7 %), la deuxieme variable
critique est BIO18 (22,8 %) et les facteurs restants ont une influence marginale. Pour les

populations européennes, certaines différences sont également apparues. Contrairement aux
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résultats de l'analyse conjointe, la variable bioclimatique la plus importante est BIO6
(24,0 %), tandis que BIO11 c’est la deuxiéme variable la plus importante (17,1 %). En ce qui
concerne les deux variables restantes, BIO9 est moins important (7,7 %) et BIO18 apporte
une contribution relative comparable a celle de I'analyse conjointe (11,6 %).

Tableau 12 : Contribution des variables bioclimatiques dans la distribution actuelle
théorique de Juniperus thuriféere (WorldClim).

Variables Tous Europe |Afrique
(%) | uniquement |uniquement

BIO1 [Température moyenne annuelle 1,6 1,7 4,6
B102 [Gamme diurne moyenne 0,2 0,7 0,6
BIO3 [Isotherme 0,2 11,1 4.4
B1O4 |[Température saisonniére 0,7 1,8 0,3
BIO5 [ Température maximale du mois le plus chaud | 0,3 0,3 3,0
BIO6 | Température minimale du mois le plus froid 22,8 24,0 5,9
BIO7 | Gamme annuelle des températures 0,3 0,2 0,2
BIOS Tem!oérature moyenne du trimestre le plus 9.0 71 6.0

humide
BIO9 | Température moyenne du trimestre le plus sec | 11,4 7,7 1,0
BIO10 Température moyenne du trimestre le plus 25 10 70

chaud
BIO11 Température moyenne du trimestre le plus 28,6 171 317

froid
B10O12 | Précipitations annuelles 3,2 1,0 4,4
B1013 | Précipitations du mois le plus humide 1,4 2,8 0,0
B1014 | Précipitation du mois le plus sec 2,1 4,2 7,6
BIO15 | Précipitations saisonniéres 2,7 4,2 0,1
B10O16 | Précipitations du trimestre le plus humide 0,6 0,5 0,1
BI1017 | Précipitations du trimestre le plus sec 2,1 2,9 0,1
B1018 | Précipitations du trimestre le plus chaud 10,2 11,6 22,8
B1019 | Précipitations du trimestre le plus froid 0,1 0,1 0,2

Les estimations effectuées avec la base de données CHELSA indiquent un ensemble
différent des facteurs qui ont la plus forte contribution au modele (Tableau 13). La différence
la plus importante est dans la variable BIO14 (précipitation du mois le plus sec).
Elle est définie comme la deuxiéeme variable qui affecte la distribution des populations
africaines (28,7 %), alors que les calculs basés sur les données de WorldClim [l'ont
marginalisé (Tableau 12). Cette variable bioclimatique a un impact trés limité sur la
distribution européenne (3,1 %), selon CHELSA. La BIOG6 reste significatif et sa contribution
relative est comparable dans I'analyse collective (21,7%) lors de l'utilisation des données de

46



Chapitre III Résultats et interprétations

WorldClim (22,8 %). Cependant, en utilisant CHELSA, la contribution de la variable BIO6
est plus importante pour les populations africaines (38,6 %) en comparaison aux populations
européennes (10,3 %).

Contrairement a WorldClim, la modélisation avec CHELSA indique que la variable
BI10O1 (la température moyenne annuelle) est significative pour la gamme africaine (13,9 % de
contribution), alors qu'il est défini comme étant marginal dans I'analyse avec WorldClim.
La variable BIO11, qui est indiqué comme affectant la gamme africaine le plus selon I'analyse
avec WorldClim (31,7 %), s'est révélée étre important pour la modélisation européenne
uniquement (17,6 %), et elle est négligeable pour les populations africaines uniquement
(1,7 %). La méme situation est observee avec BIO18, qui a une forte contribution relative
pour les estimations uniquement européennes (16,7 %) et une faible contribution pour les
estimations uniquement africaines (2,9 %) (Tableau 13).
Tableau 13: Contributions des variables bioclimatiques dans la distribution théorique
actuelle de Juniperus thurifera (CHELSA).

Variable Tous | Europe Afrique
(%) | uniguement | uniqguement
BIO1 | Température moyenne annuelle 8,3 7,6 13,9
B1O2 |Gamme diurne moyenne 2,4 3,7 4,5
BIO3 |lsotherme 8,7 3,1 0,4
Bl1O4 | Température saisonniere 1,3 11,1 0,7
BIO5 | Température maximale du mois le plus chaud 1,7 1,0 0,8
B106 | Température minimale du mois le plus froid 21,7 10,3 38,6
BIO7 |Gamme annuelle de température 2,3 5,6 0,6
BIOS Tem!oérature moyenne du trimestre le plus 48 28 0,2
humide
BIO9 | Température moyenne du trimestre le plus sec 1,2 0,9 1,6
B1010 | Température moyenne du trimestre le plus chaud | 3,1 0,4 2,6
B1O11 | Température moyenne du trimestre le plus froid | 25,0 17,6 1,7
BI1012 | Précipitations annuelles 0,2 0,3 0,1
B1013 | Précipitations du mois le plus humide 1,0 1,2 0,1
B1014 | Précipitations du mois le plus sec 0,3 3,1 28,7
B1015 | Précipitations saisonniéres 0,5 1,0 0,3
B1016 | Précipitations du trimestre le plus humide 0,3 0,1 0,0
B1017 | Précipitations du trimestre le plus sec 0,3 13,0 2,2
B1018 | Précipitations du trimestre le plus chaud 16,8 16,7 2,9
B1019 | Précipitations du trimestre le plus froid 0,1 0,5 0,1
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La gamme théorique de Juniperus thurifera modélisée conjointement pour les
ensembles des données européennes et africaines couvre principalement la zone de la
Péninsule Ibérique, avec les conditions les plus favorables dans le systeme central et la
cordillere bétique a la lisiére sud de la Péninsule Ibérique (Fig. BA—C et Fig.9A-C). La méme
aptitude élevée (> 65%) était également indiquée pour les Alpes du sud-ouest. De nombreux
enregistrements d'occurrence d'espéces sont disponibles dans ces zones. Des zones moins
favorables pour Juniperus thurifera sont définies dans les Pyrénées. Il est intéressant de noter
que le Massif Central semble posséder des habitats climatiquement appropriés pour le
genévrier thurifere, mais aucune observation ne confirme son existence. En ce qui concerne
I’Afrique, le Haut Atlas est le seul endroit qui peut fortement contribuer a la présence de
Juniperus thurifera, alors qu’en Algérie, il n’y a que les montagnes des Aures qui peuvent
offrir des habitats appropriés.

Cependant, la modélisation séparée de la gamme pour les données africaines et européennes a
révélé une modification profonde des distributions attendues (Fig. 8B, C). Sur la base de
I'ensemble des données européennes, MaxEnt a appuyé les sites déja observés de I'espéce
dans la Péninsule Ibérique et les Alpes, mais l'aire de répartition africaine était considérée
comme marginale (Fig. 9). En revanche, la modélisation de la distribution a I'aide
d'occurrences africaines a fortement défendue l'occurrence d'especes observée dans le Haut

Atlas et la pertinence dans les montagnes des Aures sont beaucoup plus faible.
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Habitat suitability

0.05 035 0.65

Figure 8. Gamme théorique actuelle de Juniperus thurifera, estimée a I'aide de MaxEnt a
partir des données de WorldClim; A, peuplements européens et africains; B,
peuplements exclusivement africains; C, peuplements exclusivement européens.
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Habitat suitabily

0.05 0.35 0.65

Figure 9. Gamme théorique actuelle de Juniperus thurifera, estimée a I'aide de MaxEnt a
partir des données de CHELSA; A, peuplements européens et africains; B, peuplements
exclusivement africains; C, peuplements exclusivement européens.
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La modélisation conjointe de la derniere période interglaciaire (Eémien) pour les bases

des données européennes et africaines suggeérent une réduction profonde de lI'occurrence pour
Juniperus thurifera (Fig. 10A). Seules les zones principales de l'aire de répartition actuelle
dans la Péninsule Ibérique, les Alpes, le Haut Atlas et le moyen Atlas étaient indiquées
comme étant adaptées au climat mais avec un support tres faible (environ 5%).
L'analyse du dernier maximum glaciaire (LGM) basé sur WorldClim en utilisant tous les
enregistrements d'occurrence (Fig.10B) et en utilisant uniquement les données africaines n'a
pas permis d'identifier un site approprié pour Juniperus thurifera au cours de cette période.
De méme, les tentatives de reconstituer les especes varient au cours du dernier maximum
glaciaire (LGM) avec l'aide de la base des données CHELSA n'a pas donné des résultats pour
I'une des combinaisons utilisées. La distribution du dernier maximum glaciaire (LGM) décrite
sur la base des données uniquement européennes extraites de WorldClim sont restées
identiques a celle actuelle (Fig.10C). Certaines populations ont peut-étre existé dans la
Péninsule Ibérique, probablement dans les Alpes et dans une certaine mesure dans le moyen
Atlas et le Haut Atlas. En général, I'espece était probablement tres limitée (Fig.10C).

Cependant, une réduction spectaculaire de la répartition des espéces est projetée dans
des conditions climatiques futures en fonction des données WorldClim. A I'exception des
zones tres limitées dans le Haut Atlas, I'espéce disparait pratiquement. Les projections faites a
I'aide de relevés climatiques de CHELSA sont moins pessimistes (Fig.11). MaxEnt suggere
une certaine réduction de la gamme de Juniperus thurifera, mais c’est les populations
européennes qui sont principalement concernées (Fig. 11A-C). La modélisation de niche
basée sur des données d'Afrique indiques que, pour les sous-espéces africaines, les zones des
cordilleres bétiques au sud de I'Espagne peuvent potentiellement offrir des habitats appropriés

a l'avenir climatiquement (Fig. 11B; Aptitude> 65 %).
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Habitat suitability

0.05 ’ 0.3! '

.35 0.65

Figure 10: Etendue théorique de Juniperus thurifera dans le passé, estimée a l'aide de
MaxEnt a partir des données de WorldClim; A, Eémien (environ 120-140 ka BP); B,
LGM (il y a environ 22 000 ans), tous les peuplements; C, LGM, peuplements européens.
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Habitat suitability

0.05 0.35 0.65

Figure 11: Gamme théorique de Juniperus thurifera dans le futur est estimée a I'aide de
MaxEnt a partir des données de CHELSA; A, peuplements européens et africains; B,
peuplements exclusivement africains; C, peuplements exclusivement européens. Le
scénario de changement climatique RCP 2.6 a été utilisé pour le modéle CCSM4. Carte
réalisée avec QGIS.
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L’analyse en composantes principales (ACP) de la base des données bioclimatiques
acquise lors de CHELSA a révélé la différenciation écologique des populations européennes
et africaines de Juniperus thurifera. En conséquence, toutes les occurrences de Juniperus
thurifera enregistrées sont divisees en deux groupes principaux en fonction des deux
premiéres composantes principales (PC1 et PC2), ce qui explique 70.9 % de la variation totale
(Fig. 12). Le composant PC1 (45 % de la variation totale) est négativement corrélé avec
I’isotherme (BIO3) et la précipitation saisonniere (BIO15) est corrélée positivement avec les
variables qui font allusion aux précipitations (B1012, BIO13, BIO18 et BIO19). La variabilité
de la température (B1OG6 et BIO8) et les variables de précipitation (BIO13, BIO15 et BIO19)
contribuent principalement a (25,9 %) dans la composante PC2 (Fig. 12 ; Tableau 14).
Cependant, du point de vue des préférences climatiques, il semble que les populations
algériennes sont plus semblables aux populations européennes.

Tableau 14: Charges factorielles des variables bioclimatiques de deux premieres
composantes principales (PC1-PC2) révélés par I'analyse en composantes principales
(PCA).

Variable PC1 PC2
BIO3  Isotherme -0,35 -0,24
BIO6  Température minimale du mois le plus froid 0,18 0,39

BIO8  Température moyenne du trimestre le plus humide 0,03 0,56

BIO9  Température moyenne du trimestre le plus sec -0,25 0,02
B1012 Précipitations annuelles 0,47 -0,19
B1013 Précipitations du mois le plus humide 0,41 -0,32
BIO15 Précipitations saisonnieres -0,31 -0,39
BIO18 Précipitations du trimestre le plus chaud 042 0,17
B1O19 Précipitations du trimestre le plus froid 0,35 -0,39
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PC2 (25.9%)

2
PC1 (45.0%)
@ Algeria @ Europe @ Morocco

Figure 12 : Influence de 19 variables bioclimatiques sur la distribution actuelle de
Juniperus thurifera selon I'analyse en composantes principales (ACP) basée sur 280
données d'occurrence d'especes (les variables bioclimatiques comme dans le tableau 15).

1. Etude de la régénération ex-situe de Juniperus thurifera var. aurasiaca:

1. Etude biométrique :

Le genévrier thuriféere des Aurés est trés peu étudié, d'ou I'utilit¢ d'une étude
biométrique. Dans la présente étude six thuriféraies sont prospectées et échantillonnées
(Tableau 6).

D’aprés 1’analyse génétique une différenciation génétique est observée sur les deux
populations étudiées (Chélia et Tafrent) ; de cela, nous avons entamé une étude biométrique
pour déduire si une différence morphologique est aussi présente. D’aprés 1’analyse
discriminante des principaux composants (DAPC) réalisée sur le logiciel R 3.4.3, la
différenciation est trés légerement observée (Fig. 13); seules les petites galbules provenant de
M'sara (PMK) sont légerement distincte des autres populations. Les populations de Chélia,
T'Kout et Tafrent sont trés proches les unes des autres ; ses trois peuplements sont aussi

proches géographiquement.
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DA eigenvalues

Figure 13 : Graphique d'ordination pour les deux premiers axes des composants
principaux résultant d'une DAPC pour chaque individu, les ellipses indiquent leur

affectation aux groupes morphologique inférées.
CHK: Chélia, TFK: Tafirent, TAB: Theniet El Abed, RDB: Ras drad, TKT: T’Kout, MSK: M’sara grands galbules,

PMK :M’sara petites galbules.
2. Qualités des galbules et des graines de Juniperus thurifera var. aurasiaca:

L’observation des galbules sous la loupe binoculaire (Gr X 10) a permis de déterminer le taux
de parasitisme des galbules. L’analyse montre que la thuriféraie de M’Sara présente le taux de
galbule parasité le plus élevé qui est de I’ordre de 65,23 % suivi de la thuriféraie de Tafrent
avec 60,73 % et la thuriféraie de T’Kout qui atteint les 53,8 %. Ce pourcentage élevé est lié¢ a
une richesse de I’entomofaune parasite colonisant les couronnes des genévriers thurifere
(Badri, 2003) contrairement & la thuriféraie de Theniet EI Abed (ZANA) qui est la moins
attaguée en présentant un pourcentage des galbules saines de 1’ordre de 82,78 % suivies par la
thuriféraie de Ras draa (77,33 %) (Fig. 14).

SN Galbules parasités
I Galbules sain

Qualité des galbules (%)

CHK THK MS TAB RDB TKT

Provenances

Figure 14: Qualité des galbules de Juniperus thurifera var. aurasiaca en fonction des

provenances etudiées.
CHK: Chelia, TFK: Tafrent, TAB: Theniet El Abed, RDB: Ras drad, TKT: T’Kout, MS: M’sara
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La scarification mécanique des graines a révélé 1’état des endospermes a I’intérieur des
graines, les endospermes designés sont des endospermes lignifiés, desséchés et blanchatres.
Certaines graines sont vides et d’autre sont parasitées a l'intérieur. Les graines provenant de
T’Kout (TKT) contiennent le pourcentage le plus élevé d’endospermes blanchatres qui est de
I’ordre de 48,1% suivi par la station M’sara petite galbule (PMK) avec un taux de 20% (lors
de la scarification nous avons divisé les galbules de M’Sara en deux : les grandes galbules
(MSK) et petites galbules (PMK)), le taux le plus faible, qui n’excéde pas 1% des
endospermes blanchatres est enregistré dans la thuriféraie de Chélia (CHK). Un pourcentage
relativement trés faible, cette provenance comporte des individus isolés et trés agés. Cette
derniére n’est pas trop différente des autres thuriféraies qui contiennent seulement 3 a 20 %
des endospermes blanchatres (Fig. 15 et 16). Les taux des graines susceptibles de germer
(contient des endospermes blanchatres) sont plus ou moins faibles, mais cela ne peut
expliquer en lui seul les difficultés de régénérations naturelles de cette espece. Les graines du
genévrier thurifere sont de petite dimension ce qui rend la scarification mécanique trés
difficile ce qui conduit généralement a la perte des endospermes blanchatres ce qui limite le

stock de graines pour le reste de I’expérimentation.

Endospermes desséchés
- Graines parasitées - 40
pseeen] Endospermes blanchétres

TO = - End_ospermes lignifiés -
Graines vides

lignifié

Taux de graines vides et graines a endosperme

Graines a endospermes blanchatres, desséchés et
graines parasitées

T T v T T T ¥ T
MSK PMEK TAB RDB TKT
Provenances

T
TFK

T
CHK

Figure 15: Qualite des graines de Juniperus thurifera var. aurasiaca en fonction des

thuriféraie

CHK: Chelia, TFK: Tafrent, TAB: Theniet El Abed, RDB: Ras drad, TKT: T’Kout, MSK: M ’sara grands galbules,
PMK:M’sara petites galbules.
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D E -
Figure 16 : Etat sanitaire des galbules et graines de Juniperus thurifera var. aurasiaca ; Galbule
parasité (A), Graines parasitées (B), graines pourries (C), endospermes desséchés (D), E. lignifiés (E) et E. blanchatres (F).

3. Prétraitements des graines de Juniperus thurifera var. aurasiaca:

Les téguments des graines du genévrier thurifére sont éliminés définitivement et
uniquement les endospermes blanchatres sont utilisés pour induire la germination.
Ces derniers ont germé quel que soit les traitements appliqués a différents taux comme le
montre le tableau 15.

D’apres le test de Duncan trois groupes homogeénes sont identifiés. Les traitements B, C et
E forme un seul groupe ou les taux de germination sont supérieurs de 57,50% (Tableau 15) ;
les taux les plus faibles de germination sont de 2,5 % pour les endospermes qui n’ont pas
subis des traitements et cultivés dans la chambre de culture (25 °C £ 1 °C) (A) et le traitement
‘L’ ou les endospermes sont immergés dans 1’eau distillé pendant 24h a une température de 4
°C, puis ces derniers sont transférés a -12 °C pendant 24 h et stratifié a 4 °C pour le reste de
I'expérimentation. D’aprés le test de Duncan ces deux traitements « A et L » forment un
groupe a part. Concernant le troisiéme groupe c’est un groupe intermédiaire ou les taux de
germinations sont tres variables (Tableau 15). Dans ce groupe le taux de germination le plus
faible est enregistré chez les endospermes qui sont imbibés dans de 1’eau chaude (30 °C)
pendant 10 min puis stratifiés a (4 °C) pour le reste de 1’expérimentation, ce traitement (I) a

favoriser le développement des bactéries a I’intérieur des endospermes ce qui a conduit a leurs

pourritures.

Le temps moyen de germination (TMG) des endospermes n’a pas dépassé 54 jours,
sachant que les premieres germinations sont enregistrées en appliquant le traitement ou les
endospermes sont immergés dans 1’eau distillée froide (4 °C) pendant 24h puis stratifiés a 4
°C (B) ; suivi du traitement ou les endospermes sont immergés dans 1’eau distillée froide
pendant 24 h suivis d’une autre immersion dans la GA3z durant 24 h puis stratifiés a 4 °C (E).
0™ jour de culture en appliquant le traitement « B » et aprés
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57 jours de stratification pour le traitement « E». Le TMG n’a pas montré une grande

différence entre les traitements, I’analyse statistique a démontré 1'existence d’un seul groupe

homogeéne.

Tableau 15 : Taux de germination et le temps moyen de germination (TMG) des
endospermes de Juniperus thurifera var. aurasiaca stratifié a froid (Pour les abréviations

voir le tableau 7).

Traitements Taux de germination TMG
A 2,50+3,54 ° 25,75+36,42°
B 57,50+7,07° 21,49+7,91°
C 58,75+37,12 2 31,75+21,90
D 52.50+10,61 * 22,93+10,86 °
E 60,00+28,28% 36,58+13,15°
F 42,50+0,00%® 31,85+16,51°
G 40,00+14,14 % 28,53+8,87°
H 47,50+31,82 37,22+4,84°
| 10,00+14,14% 14,68+20,75°
J 21,25+30,05 % 19,50+27,58°
K 13,75+19,45% 11,27+15,94°
L 2,50+3,54 ° 38,25+54,09°

Les jeunes semis sont plantés directement dans des pots qui contiennent uniquement de la
terre végétale. Les premiéres feuilles sont observées apres le quatrieme jour de la mise en pots

des plantules. Le suivi du développement moyen des plantules et le calcule de nombre de

feuilles moyen est effectué pendant 18 semaines comme le montre la figure 17.
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Figure 17: Développement des semis de Juniperus thurifera var. aurasiaca issus apres

des prétraitements.

A : Jeune semis du genévrier thurifére, B : plantules agée de 6 mois
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4. Culture d’embryon isolé de Juniperus thurifera var. aurasiaca:

Les différents traitements utilisés ont un effet sur la germination des embryons isolés, les
germinations commencent au quatrieme jour de culture avec une ouverture des deux feuilles
cotylédonaires et apparition d’une radicelle pour atteindre 1’optimum de germination a la
deuxiéme semaine de culture, durant cette période I'obscurité est maintenue. Un taux de
germination de 78,94 % est observé chez les embryons mis en culture sur le milieu DCR sans
aucun additif, le pourcentage de germination s’est amélioré pour atteindre les 100 % apres
I’ajoute de 5 g/l de charbon actif et aussi lors de la combinaison du charbon actif avec toutes
les concentrations de I’acide gibbérellique, 0,1 mg/l ou 0,5 mg/l de BAP et en dernier 0,5 mg/I
d’AlIB. Le taux de germination le plus faible est signalé chez les embryons cultivés sur le
milieu qui contient le charbon actif et 0,1 mg/l de TDZ (58,82 %) (Fig. 18A).

Par contre, 88,23 % de germination est obtenu dans le milieu DCR additionné 5 g/l charbon
actif et 1 mg/l d’acide ascorbique, le taux augmente pour atteindre le 100 % dans plusieurs
traitements (Fig. 18A). Les concentrations d’AIB et TDZ utilisaient dans cette étape sont
favorables a la germination. Le pourcentage de 66,66 % de germination c’est le taux le plus
faible obtenu parmi les milieux ou les deux antioxydants sont combinés, lors de I’addition de
0,1mg/l GAs.

Par contre, sur les milieux ou I’acide ascorbique est utilisé comme antioxydant, le taux de
germination le plus faible est obtenu sur le milieu avec 1 mg/l d’ASA et 0,25 mg/l de
thidiazuron (50 %), les taux se sont améliorés pour atteindre 100 % dans d’autres traitements
(Fig. 18B).
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Figure 18 : Taux de germination des embryons de Juniperus thurifera var. aurasiaca
cultivés sur le milieu DCR.
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4.1. Temps moyen de germination des embryons de Juniperus thurifera var.

aurasiaca cultivés in vitro :

Le temps moyen de germination (TMG) varie entre 6,2 et 9,71 jours chez les vitrosemis
cultivés dans les milieux ou le charbon actif est utilisé comme antioxydant, un temps qui n’est
pas différent de ceux cultivés sur milieu DCR sans aucun additif (Témoin) avec TMG de 9,2
jours. En revanche, le TMG n’a pas dépassé 6,21 jours chez les vitrosemis cultivés sur
milieux ou le CA, ASA et les régulateurs de croissance sont associés.

Dans les milieux ou I’acide ascorbique est utilisé comme antioxydant, le TMG est dépassé 10

jours, a I’exception de quelques milieux comme le montre la figure 19,

I milieux avec Img/] acide ascorbique

EZZ Milieux avec 5 g/l CA et Img/l ASA
28 - R Milieux avec Sg/l charbon actif
26 M — _ I
24
22]
20
18
16

T™G ())

2 01 02501 025 05 01 02505 075 1 01 02505
TDZ {(me/l) ATB{me/l) GA(mg/l) BAP(me/l)
Milieu DCR

Figure 19 : Temps moyen de germination des embryons de Juniperus thurifera var.

aurasiaca cultivés in vitro.
T, : milieu DCR sans aucun additif, T, : Le milieu DCR plus antioxydant.

4.2. Développement des vitrosemis issus des embryons isolés de Juniperus

thurifera var. aurasiaca:

Aprés la germination, les tubes a essai qui contiennent les plantules sont transférés a la
lumiere (Photopériode) dans la chambre de culture, les vitroplants sont suivis de la
germination jusqu’a leur acclimatation. Les mesures de taille des vitroplants dans chaque
milieu sont effectuées pendant trois mois de leur mise en culture, les résultats sont présentes

dans la figure 20.
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Figure 20 : Développement des vitroplants de Juniperus thurifera var. aurasiaca en
fonction des milieux de culture (pour les abréviations voir annexe 03).
L’analyse statistique basée sur Levene test a montré une différence hautement

significative (P< 0,001) entre la taille des vitroplants cultivés sur les différents milieux de
culture et le test de Duncun révéle 8 groupes homogenes (Annexe 03). Les vitroplants cultivés
sur le milieu témoin se sont trés bien développés suivi de ceux cultivés sur milieu DCR
additionné 1 mg/1 d’acide ascorbique. Par contre, les vitroplants ne sont pas bien développés
sur les trois milieux suivant : le premier contient 5 g/l CA plus 1 mg/l ASA et 0,75 mg/l GA3
(Az4), le deuxiéme contient: 5 g/l CA plus 1 mg/l ASA et 1 mg/l GAs (Azs) et le dernier
milieu ou nous avons combiné 5 g/l CA, 1 mg/l d’ASA et 0,5mg/l BAP (A4). Selon 1’analyse
statistique ses trois milieux forment un seul groupe homogene.

Le nombre des feuilles par vitroplant sont calculé dans chaque milieu de culture, le
test de Levene a révélé une différence significative entre les milieux de culture (P<0,001).
Le nombre de groupes homogenes révélé par le test de Duncan est de 9 groupes homogeénes
(Annexe 04), le milieu qui a induit plus de feuilles par vitroplant est le milieu témoin (A,)
(Fig. 21).
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Figure 21: Nombre moyen des feuilles de vitroplants de Juniperus thurifera var.
aurasiaca en fonction des milieux de culture (pour les abréviations voir annexe 03)
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Figure 22 : Etapes de développement d’un embryon de Juniperus thurifera var.

aurasiaca mise en culture dans le milieu DCR.

A : Isolement d’'un embryon, B : vitrosemis agé de 15 jours, C : un vitrosemis agé de 3 mois.
4.3. Anomalies des vitroplants de Juniperus thurifera var. aurasiaca:

Le nombre d’anomalie observée dans le développement des vitroplants est tres restreint,
mais dans certains milieux des nécroses des vitrosemis et aussi des déformations qui donnent
des cals sont observées. Le taux de nécrose n’a pas dépassé les 25 % dans les milieux ou le
charbon actif est le seul antioxydant et le taux de callogenése maximal est de 17,64 %.
Les cals vitrifiés sont observés dans quatre milieux (Fig. 23A).

Moins de nécroses sont obtenues sur les milieux de culture avec les deux antioxydants (CA et
ASA), le maximum de nécroses est enregistré sur le milieu de culture avec 5 g/l de CA plus
1 mg/l ’ASC et 0,1 mg/l de DTZ (21,73 %). D’un autre c6té, sur le milieu DCR avec 5 g/l de
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CA, 1 mg/l ¢’ASA et 0,5 mg/l de GA3 un taux de callogenése de 17,64 % est obtenu (Fig.
23B).

Il faut signaler que dans les milieux ou nous avons utilisé I’ASC comme antioxydant combiné
avec des régulateurs de croissance, la totalité des vitrosemis se sont transformé en cals a la
troisieme semaine de culture (Fig. 23C).
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Figure 23 : Taux de callogenése et nécroses des vitroplants de Juniperus thurifera var.
aurasiaca. cultivés sur milieu DCR.

4.4. Acclimatation des vitroplants de Juniperus thurifera var. aurasiaca:

Les vitroplants 4gés de trois mois sont acclimatés dans des pots contenant un substrat
stérile (un mélange de tourbe terreau et sable de riviere), ses derniers sont maintenus pendant
trois semaines mais dés que nous commencons a ouvrir la boite, nous remarquons le début de
jaunissement des feuilles baselles puis la mort de tous les vitroplants. Les basses températures
utilisées ont permis d'éviter les attaques de champignon que nous avons I’habitude de
rencontrer, mais il faut signaler aussi que nous avions un manque de lumiére a l'intérieur du
phytotron.
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Chapitre IV Discussion

I.  Analyse génétique et géographique :

1. Différenciations phylogéographiques d'Afrique du Nord concernant le Juniperus

thurifera subsp. africana :

La différenciation génétique entre les populations européennes et africaines de Juniperus
thurifera est rapportée dans cette étude (3,6 %). Les résultats obtenus sont similaires a ceux
obtenu par Teixteira et al. (2014), mais beaucoup plus faible que ceux révélés par Terrab et al.
(2008b), (21,44 %). Cette différence reflete probablement les différents types de marqueurs
utilisés dans cette derniere étude, en particulier la nature dominante des marqueurs AFLP.
Cependant, une différence plus élevee (4,5 %) est observée dans notre étude entre les quatre
groupes génétiques detectés, ce qui indique une tendance de différenciation
géographiquement significative chez Juniperus thurifera. L'influence de la situation
géographique est soutenue par I’analyse d’isolement a distance (IBD). Ce résultat a
certainement un effet sur la structure spatiale de la répartition naturelle de I'espece étant
divisée en plusieurs domaines isolés dans le complexe paysage montagneux qui limite
actuellement le flux des génes et probablement freiné dans le passé.

Le résultat le plus frappant de cette étude est le caractére génétique distinctif récurrent

des populations algériennes du genévrier thurifére par rapport a celui du Maroc comme il a été
révélé par les différentes analyses utilisées dans cette étude. Les comparaisons par paires Fst
ont confirmé ce caractere génétique distinct des populations algériennes en référence aux
populations marocaines et espagnoles, ces deux dernieres sont liées les unes aux autres.
Par conséquent, nos résultats sont cohérents avec d’autres études de diversification intra-
espéce observée entre les espéces végétales de la Méditerranée occidentale qui indiquent une
structure genétique spatiale partagée (Terrab et al., 2008b; Burban et Petit, 2003; Lepais et
al., 2013). La question est de savoir si la structure génétique de Juniperus thurifera subsp.
africana illustre le modéle de vicariance ou reflete les voies de migration Est-Ouest d’Afrique
du Nord, mais malheureusement, cette question reste sans réponse. En d'autres termes, est ce
que la divergence Maroco-Algérienne est un phénomeéne primaire ou secondaire dans
I'histoire de I'évolution de Juniperus thurifera en Afrique ?

Selon Jimenez et al. (2003), la colonisation de I'Afrique par I'ancétre de Juniperus
thurifera moderne aurait eu lieu via la région du Péninsule Ibérique par le détroit de Gibraltar.
Toutefois, cette conclusion se fondait uniquement sur des enquétes des populations
espagnoles et Marocaines. Le temps de diversification pour Juniperus thurifera estimé par

Mao et al. (2010), était dans la période Oligocene/miocéne (31,7 a 16,4 Ma), qui correspond
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aux réarrangements géeologiques, ce dernier a laissé des signaux détectables dans la structure
génétique de certaines especes par exemple Quercus suber (Magri et al., 2007); les dernieres
estimations datent du Miocene/Pliocéne (5,9 a 3,7 Ma), qui sont également reconnus comme
une période de forte diversification en Méditerranée provoquée par le changement climatique
(Sekiewicz et al., 2018). Selon la reconstruction géologique (Popov et al., 2004), dans ces
deux périodes, en particulier dans le Miocéne la colonisation du continent africain a partir des
directions de I'Ouest et de I'Est était possible.

Le plus grand nombre d'alléles privés que nous avons enregistrés était parmi les
populations Espagnoles, ce qui confirme leur persistance a long terme et donc probablement
la nature ancestrale du pool génétique européenne en référence a celui de I'Afrique.

Contrairement a nos résultats, dans I'étude de Terrab et al. (2008b), des relations
génétiques plus étroites se trouveraient entre les populations algériennes étudiées et les
populations européennes, en particulier les populations Ibériques. Les deux populations
algériennes étudiée, sont séparées clairement des populations des autres régions, cependant
elles ont montré un mélange tres limité avec les pools de genes des populations espagnoles et
marocaines. Ce chevauchement génétique pourrait étre interprété comme une preuve d'une
origine commune (Jiménez et al., 2003) ou d’un flux génétique antique. Selon Terrab et al.
(2008b), la dispersion a longue distance est le facteur déterminant de la ressemblance
génétique des populations algériennes et européennes.

L’inspection d'un herbier d’Algérie suggere une grande similitude morphologique entre
les populations algériennes et les populations européennes (Vela et Schafer, 2013). Il est a
noter que cette probabilité nécessite une analyse morphométrique plus compléte, y compris
plus de populations et d’individus de la gamme algérienne. Cependant, l'influence du pool
génétique européen sur les populations algériennes doit étre prise en compte. En fait, les
relations génétiques entre I'Afrique du Nord et I’Europe ont été démontrées préecédemment
pour Pinus pinaster (Burban et Petit, 2003), Laurus nobilis (Marzouki et al., 2009), Carex
panormitana (Benitez-Benitez et al., 2018) et Juniperus phoenicea (Sanchez-Gomez et al.,
2018), ce qui suggere I'histoire de I'évolution complexe des espéces végétales dans la partie
occidentale de la Méditerranée. S’ajoute aussi I'affinité génétique des populations algériennes
et tunisiennes de Alnus glutinosa au pied écossais unique et non aux populations marocaines
(Lepais et al., 2013). En termes de cette proximité génétique inattendue, les auteurs ont
conclu que la colonisation de I’ouest et 1’est de I’Afrique du Nord par les populations
ancestrales d’Alnus glutinosa est indépendante. En conséquence, les populations algériennes

et tunisiennes sont des colonisateurs plus récents, alors que les populations marocaines sont
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définies comme reliques. Le scénario de diversification proposé pour les sapins de 1’ Afrique
du Nord implique également deux voies de colonisation temporellement et spatialement
indépendantes de 1'Europe a I’ Afrique du Nord (Sanchez-Robles et al., 2014). Le premier est
adapté pour lI'ancétre de Abies pinsapo et Abies maroccana, qui a probablement fuit de la
Péninsule Ibérique cela est peut étre lié a I'évolution de la ceinture orogénique Beétique-Rif
depuis le Miocene (Rosenbaum et al., 2002) ; et le second datant du Pliocéne-Pleistocene qui
implique une colonisation de la Péninsule italienne, cette voie est utilisée pour expliquer
I'évolution de Abies numidica (Sanchez-Robles et al., 2014).

En fin de compte, le probleme des routes de colonisation et de leurs aspects temporels
dans I'histoire de I'évolution de Juniperus thurifera subsp. africana reste non résolu dans
cette étude car sa résolution nécessiterait la datation moléculaire et un meilleur
échantillonnage des populations algériennes. Cependant, il y a encore suffisamment de
preuves pour considérer la colonisation bidirectionnelle de I'Afrique du Nord, ce qui est un
argument convaincant expliquant la différenciation génétique Ouest-Est de Juniperus

thurifera subsp. africana et d'autres espéces végétales.

2. Pléistocéne/Holocéne changements dans les gammes d'especes: divergence

possible, guidé par I'adaptation ?

L'impact des glaciations du Pléistocéne, en particulier la derniere période glaciaire, sur les
modeles génétiques en Afrique du Nord est beaucoup moins reconnu que sur la partie
européenne de la Méditerranée, mais elle est évoquée comme facteur induisant des motifs
d'endémisme et de différentiation (Cheddadi et al., 2009; Dering et al., 2014; S¢kiewicz et al.,
2018). La modélisation de la niche écologique de notre espece a révélé des résultats
intéressants, mais trés déconcertants. De maniere surprenante, les projections faites pour les
périodes couvrant le temps de I’Eémien (environ 120 ka BP) a I'heure actuelle indiquent
clairement que la présence théorique la plus large de Juniperus thurifera est sous les
conditions climatiques courantes.

Pendant ce temps, il est communément admis que l'augmentation des températures
pendant la période de 1’Holocéne est le facteur responsable de la réduction et la fragmentation
des populations de nombreuses especes de Juniperus qui se développe dans la Méditerranée et
les conditions environnementales pendant la période glaciaire a favorisé 1’expansion de I’air
de répartition (Jiménez et al., 2003; Teixeira et al., 2014; Walas et al., 2019). Un autre

résultat inattendu de nos projections concerne la distribution mutuelle exclusive obtenue lors
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de l'utilisation des ensembles de données d'Afrique seule ou uniquement européenne sur les
emplacements du thurifére qui peuvent indiquer la divergence adaptative basée sur le climat.

Les conditions climatiques durant la derniere période glaciaire a conduit a la formation
des glaciers dans les montagnes de 1I’Afrique du Nord, en particulier dans le Haut Atlas
(Hughes et al., 2011), alors que la diminution des précipitations n'a pas créé des conditions
propices a la formation des glaciers étendues dans les montagnes de 1’Aurés (Hughes et al.,
2006). En raison de I’insuffisance de I'accumulation de neige, des tempeératures annuelles
relativement élevées et des faibles précipitations aux points les plus éleves, les glaciers sont
actuellement absents dans les montagnes de I'Atlas (Hannah et al., 2017). En conséquence,
pour la formation des glaciers dans le Haut Atlas au cours de la derniére période glaciaire, il
aurait fallu soit : 1) une diminution significative des températures annuelles (par environ 7-
8°C) et le niveau actuel de précipitation ou 2) plus de précipitations que celle observée
actuellement et une petite diminution de la température moyenne annuelle (Hannah et al.,
2017).

Le Juniperus thurifera subsp. africana préfére les habitats chauds et secs et présente un
fort continentalisme et il est limité par l'influence du climat atlantigue (Romo diez et
Boratynski, 2005). Donc indépendamment de la reconstruction climatique qui soutient les
formations des glaciers dans le Haut Atlas, les conditions d’apparition de Juniperus thurifera
subsp. africana étaient inadéquates en Afrique du Nord. Par conséquent, MaxEnt n'a pas
identifié les conditions climatiques appropriées pour la persistance de ce taxon au cours du
dernier maximum glaciaire (LGM) en Afrique en utilisant uniquement les données de cette
derniere extraites des deux ensembles de données climatiques. Cependant, I'analyse conjointe
des peuplements européens et africains réalisée sur la base des données WorldClim a indiqué
que la persistance du genévrier thurifere est limitée dans la Péninsule Ibérique et les Alpes de
I'Ouest accompagnées par une tres faible aptitude (environ 5%).

Lorsque nous utilisons uniquement les données européennes en plus des montagnes
Ibériques et des Alpes, les conditions optimales pour I'espece apparaissent également dans le
Haut Atlas et les montagnes des Aurés qui pourraient servir comme refuge. D'autres régions,
comme les Pyrénées et la Corse sont également indiquées comme refuge appropriés pour
Juniperus thurifera. A I'heure actuelle, cette espéce se localise dans les zones ol les
précipitations annuelles totales sont au moins de 200 mm et la température annuelle moyenne
de 8-10°C (Gonzalez et al., 2016). Les estimations précédentes de la distribution potentielle

de plusieurs espéces d'arbres méditerranéens de la Péninsule Ibérique a montré que dans le
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dernier maximum glaciaire (LGM) la gamme de Juniperus thurifera était trés limitée et
appariée a celui que nous avons modéliseé dans notre travail (Garzon et al., 2007).

Il semble que les conditions climatiques pour Juniperus thurifera au cours de la derniére
période glaciaire étaient moins bien que les conditions actuelles, et sa distribution s’est élargie
dans 1’époque de I’Holocéne (Rosenbaum et al., 2002). Les facteurs affectant l'occurrence
d'especes en Europe pendant le dernier maximum glaciaire (LGM) sont rattachés a la
température. Les facteurs les plus significatifs pour I'occurrence du genévrier thurifére sont la
B106 (la température minimale du mois le plus froid; 24,8 %) et la BIO11 (la température du
trimestre le plus froid; 18,2 %). Les populations actuelles de la sous-espéce africaine adaptée
aux climats secs et chauds ne pouvaient pas étre présentes pendant le dernier maximum
glaciaire (LGM) probablement a cause des températures trop basses. Le facteur climatique le
plus important affectant la distribution de Juniperus thurifera subsp. africana est la variable
B1011 (31,2 %). Cependant, la variable BIO18 (précipitations du trimestre le plus chaud) est
classée dans la deuxieme position (25,0 %), ce qui suggére que le climat était aussi trop aride
pendant le dernier maximum glaciaire (LGM) pour les taxons africains actuels. Selon
Cheddadi et al. (2009), les températures annuelles moyennes en Afrique du Nord pendant la
période glaciale pourraient étre 15 °C plus basses qu'aujourd'hui et la précipitation annuelle
moyenne n'excédait pas les 300 mm. Cette conclusion contredit les hypothéses antérieures
faites par certains auteurs qui suggerent que la derniere période froide a favorisé une plus
large occurrence de Juniperus thurifera (Terrab et al., 2008b; Jiménez et al., 2003). En outre,
il existe une similitude convaincante entre la distribution dans 1’époque de 1’E€mien (environ
120-140 ka BP) et la distribution théorique dans la période glaciale ce qui suggére la
poursuite de ’occurrence des populations du genévrier thurifere dans le systéme central de
Péninsule, des Alpes de I'Ouest, du Haut Atlas et les Aures.

Compte tenu des intervalles mutuellement exclusives projetées avec seulement des
populations européennes ou seulement africaines, nous avons émis I'hypothése que
I'adaptation induite par le climat est I'un des facteurs possibles de la différenciation génétique
Ibéro-africaine de Juniperus thurifera. Le modéle MaxEnt suggére que les lignées
européennes et africaines actuelles sont caractérisées par des exigences climatiques
différentes.

Les variables climatiques les plus importantes sont différentes, et il semble que la lignee
africaine a évoluée vers une meilleure résistance a la sécheresse car elle s’est adaptée a un
climat continental sec et une faible tempeératures en hiver (Romo diez et Boratynski, 2005).

D'autre part, I'absence des conditions climatiques favorables a la lignée africaine actuelle
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depuis au moins le dernier interglaciaire suggére son évolution plus récente. En fait, pour
certaines espéces, les cycles glaciaires du Quaternaire se sont avérés étre des moteurs
importants de divergence génétique a base d'adaptation (Mayol et al., 2015; Ma et al., 2019).
Pour Juniperus thurifera, le facteur crucial est probablement le changement climatique en
Afrique du Nord tout au long de I'Holocene. La reconstruction des changements de végétation
dans le Moyen Atlas basé sur le lac Sidi Ali, situé & 2080 m d‘altitude, a révélé la premiere
occurrence des Cupressaceae (et donc Juniperus) au début de I'Holocéne et son expansion au
milieu de 1’Holocéne (Campbell et al., 2017), qui était plus frais que le début de I'Holocéne.
Cependant, la tendance générale d’aridification en Afrique du Nord a duré tout au long de
I’époque de I'Holocéne, et Juniperus se retira au détriment de Cedrus seulement dans la
période la plus humide (Campbell et al., 2017). Notre hypothese de différenciation en climat
entre les lignées européennes et africaines est également soutenue au niveau morphologique
(Boratynski et al., 2013). Toutefois, cette question nécessite des investigations plus profondes
impliquant la recherche des signaux génomiques d’adaptation (Ma et al., 2019).

Il.  Régénération ex situ de Juniperus thurifera var. aurasiaca:

Nous nous somme focalisés dans I’étude de la morphologie des galbules et des graines du
genévrier thurifére sur les peuplements de la région des Aurés pour déduire I’existence d’une
éventuelle différenciation morphologique. L’analyse a montré une similitude dans la
morphologie des galbules et des graines du thurifére algérien. Il est important de mentionner
que le nombre de graines par galbule dans les populations algériennes varie de 1 a 4, et il
varie de 1 a 6 dans les populations européennes par contre dans les populations marocaines le
nombre varie de 1 a 3 graines par galbule (Romo et Boratynski, 2007; Vela et Schafer, 2013).
Selon Badri (2003), le nombre de graines par galbule est plus élevé dans les populations
algériennes que dans les populations marocaines, et de méme pour les dimensions des
galbules et des graines qui sont plus élevées chez les populations algériennes ; ce qui est
confirmé par la présente étude.

L’observation des galbules qui provient des six peuplements des Aurés a révélé un taux de
parasitisme éleve, les attaques des ravageurs réduisent de maniere significative le stock des
graines susceptibles de germer et donnent naissance a de nouvelles plantules, cela concorde
avec les résultats de plusieurs auteurs Guido et Roques (1996); Garcia (1998); EI Alaoui El
Fels et al. (2013); Morsli et al. (2015).

Le parasitisme des cones est influencé par plusieurs facteurs environnementaux tel que

I’eau, la lumiére et la température ; une étude sur le parasitisme des populations de Juniperus
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ostéosperma a démontré une corrélation entre le taux de parasitisme des graines et les niveaux
élevés de phosphore et de magnésium dans le sol (Bunderson et 1984; Allphin et al., 2007).
De plus, les populations moins denses peuvent étre plus attaquées par les insectes, puisque les
cones sont facilement accessibles (Allphin et al., 2007).

La decortication des téguments des graines a révélé un pourcentage des graines
susceptibles de germer variable entre 1% et 48,1% en fonction des provenances, Garcia
(2001), a trouvé un pourcentage des graines viables de Juniperus communis entre 3,5 a 5,5 %,
et un taux de 9,5 £ 8,8 % de graines viables de Juniperus thurifera (Montesinos et al., 2010).
Le nombre d’endosperme blanchatre dans les graines provenant de la thuriféraie de Tafrent et
de Chélia (10 et 1 % respectivement) est différent de celui obtenu par Morsli et al. (2015), qui
ont trouvé un pourcentage de 24 % et 32 % respectivement pour les deux thuriféraies, ceci
montre que le taux de viabilités des graines varie d’une année a une autre. Cette différence
peut étre due au manque de pollinisation comme chez la majorité des Conifeéres, a la faible
viabilité du pollen et aussi a I’avortement des graines juste aprés la pollinisation (Ortiz et al.,
1998; Gruwez et al., 2013), les espéces dioiques du genre Juniperus présentent un grand
pourcentage d’avortement des graines due a 1’échec de la pollinisation (Gruwez et al., 2013;
Rodriguez Garcia et al., 2017). La disponibilité du pollen peut étre diminuée a cause des
gelées tardives et aussi au lessivage des graines de pollen due aux précipitations qui
coincident avec la période de pollinisation (Garcia et al., 2000; Gruwez et al., 2013). Les
graines non viables affectent la qualité des graines et par conséquent la capacité germinative
des populations. Pour cela il est trés important de séparer les graines viables des non viables
ou vides (Stoehr et El-Kassaby, 2011).

1. Les prétraitements sont-ils efficace a la germination des endospermes de Juniperus
thurifera var. aurasiaca?

La germination des graines est vitale pour la préservation a long terme du matériel
génétique et le maintien de la diversité génétique pour la conservation des espéces végétales
menacées, qui est devenue une préoccupation mondiale au cours des derniéres décennies
(Cousins et al., 2014; Hilooglu et al., 2018). Le modele de germination non uniforme est dd a
la variation génétique dans les parametres de germination et la dormance ajoute un niveau de
complexité supplémentaire (Stoehr et El-Kassaby, 2011), les facteurs climatiques et les
facteurs anthropiques (le feu et le paturage) affectent la germination des graines (Mewded et
al., 2019). Le faible pourcentage de germination des graines de Juniperus thurifera est due a

leur dormance (Ferradous et al., 2013), lorsque celle-ci est complexe, les graines ont besoin
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des prétraitements trés spécifiques pour stimuler et améliorer la germination sans
endommager 1'embryon et I’endosperme (Dayamba, 2016; Mewded et al., 2019).

Une connaissance insuffisante de I'écologie de la germination est la principale contrainte

pour la conservation et la gestion des especes indigénes (Dayamba, 2016), ce qui rend
I’expérimentation un facteur important pour choisir les traitements qui améliorent la
germination (Zhou et Bao, 2011; Hilooglu et al., 2018). La dormance physique des graines est
souvent due aux téguments durs qui empéchent la germination (Mng’omba et al., 2007;
Youssef et al., 2012), son élimination exclue la résistance mecanique (Bian et al., 2018; Guo
et al., 2018). La scarification mécanique des graines du genévrier thurifére et la mise en
culture des endospermes blanchétres dans du coton humide a la température ambiante a donné
un taux de germination faible qui est de 2,50 % par rapport aux graines scarifiées de
Cupressus atlantica (96,7 %) (Sfairi et al., 2012). La scarification mécanique est la meilleure
méthode pour 1’élimination des téguments durs des graines que le trempage dans de I'acide
sulfurique qui n'avait pas amélioré la germination des graines de Cupressus atlantica (10 %),
mais il avait provoqué la mortalité des graines qui sont dues probablement au contact de
I’acide avec les embryons (Sfairi et al., 2012; Youssef et al., 2012).
La scarification des graines du genévrier thurifére n’a pas totalement résolu le probléme de
germination, le tégument est I'un des facteurs qui empéchent la germination mais
probablement il est associé a d’autres facteurs. Pour cela, la stratification froide et humide est
recommandée pour lever la dormance (Ahani et al., 2013; Mccartan et Gosling, 2013;
Lemessa et al., 2017). Pour réussir la stratification a froid, il est préférable de la réaliser sur
un substrat humide qui convient a des basses températures, ou 1’aération est appropriée, et les
graines sont laissées dans ces conditions le temps qu’il faudra (Tanaka, 1984; Stoehr et El-
Kassaby, 2011), la durée du traitement froid et humide nécessaire pour la levée de dormance
des graines varie en fonction des espéces (Al-Ramamneh et al., 2012).

Dans la présente étude, la stratification des endospermes blanchatres a 4 °C et aussi
I’immersion des endospermes blanchatres dans 1’eau pendant 24 h ou 48 h puis stratifiés a
4°C sont effectuées. Selon Stoehr et El-Kassaby (2011), la dormance des graines des
Coniferes est une méthode adaptative pour pouvoir survivre en hiver. Ceci est lié au fait de
s'assurer qu'une graine ne germe pas sauf si une peériode prolongée des conditions de
croissance favorables soit remplie. La stratification des endospermes blanchatres a 4°C
améliore la germination (57,50+7,07 %), nos résultats concordent avec ceux obtenus par
Tigabu et al. (2007), concernant les graines de Juniperus procera provenant de Hirna, ou

I’effet du froid pour la levée de dormance varie d’une provenance a une autre, ce qui indique
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qu’il y a une grande composante génétique et environnementale. Notre travail confirme la
suggestion de Ahani et al., (2013), de mettre les graines de Juniperus excelsa dans des basses
températures et de fissurer les téguments des graines pour la levée de dormance. La
stratification froide et humide est efficace pour la levée de dormance des endospermes
blanchéatres du genévrier thurifére ce qui rejoint les résultats de Fiser Pe¢nikar et al. (2018),
qui ont obtenu 70 % et 90 % de germination des graines de Cerastium dinaricum apres 4 et 8
semaines de stratification.

L’immersion des endospermes blanchéatres dans 1’eau pendant 24 et 48 heures puis
leurs stratifications a 4°C a donné des taux de germination de 58,75 + 37,12 % et 52,50 +
10,61 % respectivement. Selon Prins et Maghembe (1994), ’immersion des graines de
Strychnos spinosa et Uapaca kirkiana dans 1’eau pendant 12 heures a donné un taux de
germination de 80 et 93 % respectivement et aussi les graines de Ximenia caffra immergeées
dans I’eau pendant 24 h ont abouti a 90 % de germination (Mng’omba et al., 2007).
L’immersion des graines de Manglietiastrum sinicum dans I’eau distillé pendant 24 h puis
leur incubation a 4 °C pendant 3 semaines ont brisé efficacement la dormance des graines (56
%), en comparaison avec les graines imbibées dans 1’eau et incubées a 25 °C (Zheng et Sun,
2009). En revanche, les graines de Juniperus cedrus n’ont pas germé méme aprés une
imbibition de 48 h dans I’eau courante puis stratification (Harry et al., 1995). Nos résultats
sont meilleurs que ceux obtenus par plusieurs auteurs tels que : Guo et al. (2018), qui ont
abouti a 40 % de germination des graines de Pinus bungeana ; et les grains de Garuga
pinnata et Vitex glabrata qui ont donné des taux de germination de 50 % et 60 %
respectivement (Hossain et al., 2018).
Nous concluons que I'enveloppe dure et épaisse des graines de Juniperus thurifera semble
présenter une barriere mécanique a I'élongation de la radicule, son élimination suivie d’une
imbibition des endospermes déclenchant le processus de germination par une variété
d'activités catalytiques et anabolisantes qui diminue les pro-teolysis et I'amidon (Mumford,
1990; Mng’omba et al., 2007). La température optimale pendant la stratification est un autre
facteur important qui détermine la levée de la dormance, elle se situe généralement autour de
5°C (Bewley et Black, 1994; Tigabu et al., 2007). Par contre, 1’application des températures
trés basses (-12°C) est défavorable a la germination des endospermes blanchatres, comme le
montre le traitement ‘L’ (2,50+3,54%), la stratification a -20°C des graines de Verbascum
calycosum donne 18,25 (+1,4)% de germination (Hilooglu et al., 2018). Beaucoup de graines
ont besoin d'une période de refroidissement aprés imbibition pour briser la dormance, le

retrait du tégument supprime ou réduit I'exigence au froid (Mumford, 1990), du fait de
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I’élimination du tégument des graines de genévrier thurifere et les basses températures
(-12°C) appliquées ne sont pas convenables.

Les phytohormones jouent un réle clé en tant que molécules de signalisation pour la
communication entre I’embryon et 1’endosperme, ils agissent aussi comme des Signaux
importants influencant les processus du développement des semences telles que la maturation,
la dormance et la germination (Bian et al., 2018); en particulier la GA3z qui améliorerait le
pourcentage de germination (FiSer Pecnikar et al., 2018). Pour éliminer les inhibiteurs de
germination, les endospermes blanchatres sont imbibes dans 1’cau distillée (24/48 heures) puis
dans la GA3 (24/48 h). Le taux de germination le plus élevé obtenu est de 60,00£28,28 %
dans le traitement ‘E’ ou les endospermes blanchatres sont immergés dans 1’eau distillée
froide pendant 24 h suivie d’une immersion dans la GAs durant 24 h (stratifiés a 4 °C).
L’¢élimination des téguments des graines a exclu la premiére barriére de germination qui
empéche la lixiviation des inhibiteurs de germination suivie d’'une immersion dans I’eau qui a
favorisé 1’élimination des inhibiteurs de 1’endosperme, puis en dernier I’immersion dans la
GAg; a pu ameliorer les signaux entre I’embryon et 1I’endosperme, et a favorisé la germination
toute en ajoutant I’effet du froid nécessaire pour la levée de la dormance embryonnaire, donc
toutes les conditions qui favorisent la germination sont réunies. Cependant, le comportement
de la germination varie en raison de la variation génétique des niveaux de dormance (Stoehr et
El-Kassaby, 2011). L’immersion des graines de Cerastium dinaricum dans la GA;z puis
stratifié a 10 °C a donné un pourcentage de germination de 60 % (Fiser Pe¢nikar et al., 2018),
par contre I’immersion des graines de Verbascum calycosum dans 200 uM de GA3 a donné
54,5 (£2,9) % (Hilooglu et al., 2018). D’un autre coté le traitement de graines de Cupressus
atlantica avec différentes concentrations de GA3; pendant 48 h a achevé un taux de
germination d’environ 85 % (Sfairi et al., 2012). Les niveaux de régulateurs de croissance
endogenes dans les plantes telles que le GA3 sont censés jouer un rdle primordial dans la
levée de dormance et un déficit de GAz; endogene peut étre récupéré avec l'application de la
GA; exogéne (Hilhorst et Karssen, 1992; Yicel et Yilmaz, 2009; Zheng et Sun, 2009;
Necajeva et Ievinsh, 2013; Hilooglu et al., 2018).

Pour une étude plus compléte des conditions favorables de la germination des graines
du Juniperus thurifera var. aurasiaca, I’effet du chaud-froid est testé, les endospermes
blanchatres sont immergés dans de 1’eau chaude (30 °C) pendant 10 minutes puis stratifiés a 4
°C, ils ont donné un taux de germination de 10,00+14,14 %, nos résultats sont meilleurs que
ceux obtenus par Mewded et al. (2019), qui n’ont pas pu accomplir la germination apres

I’immersion des graines de Terminalia laxiflora dans I’eau chaude. L’eau chaude n’a pas eu
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d’effet positif sur la germination des graines de Verbascum calycosum (1,25 (x0,3) %)
(Hilooglu et al., 2018). Le traitement avec de 1’eau chaude (60°C pendant 15 min) des graines
de Cupressus atlantica a donné un taux de germination qui a atteint environ 85 % (Sfairi et
al., 2012), et I’'immersion des graines de Juniperus procera dans 1’eau chaude (70 °C)
pendant une durée qui varie entre 1 et 7 min a donné des taux de germination de 29,5+ 6 et
66+ 10,7 % (Lemessa et al., 2017).

Le deuxi¢me traitement de 1’effet du chaud/froid est réalisé avec immersion des endospermes
dans I’eau chaude puis dans I’eau froide (4 °C) (stratifiée a 4 °C), a aboutie 21,25+30,05 % de
germination, un taux meilleur que le traitement précédent est ¢ca nous confirme que 1’eau
froide & un effet favorable sur la germination. La stratification des graines profondément
dormantes comme les graines du genre Juniperus nécessite souvent une alternance des
périodes chaudes et froides, des températures élevées permettent aux inhibiteurs de sortir de la
graine par contre le froid casse la dormance (Mccartan et Gosling, 2013; Guo et al., 2018).
Les températures élevées de 1’eau (30°C) favorisent le développement des bactéries, cela a
conduit a la pourriture rapide des endospermes, dans le traitement ‘H’ le développement des
bactéries est trés visible par rapport au traitement ‘I’. Le trempage dans de I'eau chaude
améliore la germination des espéces a tégument dure en augmentant la perméabilité a I'eau et
a l'oxygéne du testa (Aydin et Uzun, 2001; Mewded et al., 2019), I’inaptitude de ce traitement
dans notre essai est probablement due a I’absence des téguments qui ont conduits a
I’endommagement des endospermes et des embryons.

Comme derniére étape des prétraitements, le peroxyde d'hydrogéne (H,O,, 1 %) est
utilisé car, il supprime le blocage de I'acide abscissique et retarde la sécrétion des inhibitions
de la germination (Cavusoglu et Kabar, 2010; Lemessa et al., 2017). L’immersion des
endospermes blanchatres de Juniperus thurifera dans 100 ml de H,O, (1 %) pendant 12h a
donné un taux de germination de 13,75%£19,45 %. Selon Ghildiyal et Sharma (2005), le
peroxyde d'hydrogene (H.O, 1%) a un effet favorable sur la germination des graines de Pinus
wallichiana et Pinus roxburghii avec un taux de 54,66% et 93,33% respectivement. En
revanche, les graines de Juniperus procera incubées dans 100 ml du peroxyde d’oxygéne
(H202, 1%) pendant une nuit ont achevé un taux de germination qui est de 21,5 + 5,7%
(Lemessa et al., 2017).

La germination des graines peut étre fortement influencée par des facteurs maternels, tels que
la position de la graine dans le fruit/arbre, I'age de la plante mére pendant la maturation de la
graine, ainsi que par des facteurs environnementaux tels que la durée de la journée, la

temperature, la qualité de la lumiere, la disponibilité de 1’eau et 1’altitude (Gutterman, 2000;
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Tigabu et al., 2007) cela explique la variabilité des taux de germination dans notre
expéerimentation.

La période de stratification nécessaire pour la libération des graines du repos vegétatif

dépend en grande partie de I'ampleur de la dormance (Baskin et Baskin, 1998) et varie selon
les populations de différentes altitudes (Milberg et Andersson, 1998; Cavieres et Arroyo,
2000). Plus les graines proviennent des altitudes élevées plus la durée de la période de
stratification nécessaire a la germination augmente (Tigabu et al., 2007). Par exemple, les
graines de Juniperus procera de haute altitude nécessitent une période de 6 semaines a 5 °C
pour améliorer la germination (Tigabu et al., 2007). Dans notre étude, il n’y a pas eu de
différence significative entre les temps moyens de germination, les temps sont plus ou moins
courts en raison de I'élimination des inhibiteurs chimiques (Mccartan et Gosling, 2013) et les
téguments durs des graines. L’élimination des téguments durs des graines du genévrier
thurifére a fait que le TMG soit de 25,75+36,42 jours, cela concorde avec ceux trouvés pour
les graines scarifiées de Cupressus atlantica qui est de 29 jours (Sfairi et al., 2012).
Les grains de Garuga pinnata et Vitex glabrata imbibées dans 1’eau pendant 24 h ont germées
pendant un temps moyen de germination de 13 et 15 jours respectivement (Hossain et al.,
2018), contrairement a notre essai ou le temps moyen de germination est de 31,75+21,90 jours
et 22,93+10,86 jours pour une imbibition des endospermes blanchéatres pendant 24 h et 48 h
respectivement. Le H,O, a permis la réduction de la période de germination de Pinus
wallichiana et Pinus roxburghii de 8 jours et 10 jours respectivement (Ghildiyal et Sharma,
2005) ce qui est proche du notre.

Les plantules du genévrier thurifere a jeune age ressemblent a celles du genévrier
oxycedre ou commun, nos observations sont confirmées par Badri (2003), qui a mentionné

que les feuilles ne sont pas sous forme d’écailles mais de petites feuilles en alénes.

2. Culture d’embryon isolé de Juniperus thurifera var. aurasiaca :

La culture d’embryon isolée est utilisée pour surmonter la double dormance des graines de
Juniperus thurifera, cette technique permet d’accélérer le processus de germination et la
production rapide des plantules (Zarek, 2007; George et al., 2008).

Le choix du milieu de culture est arbitraire dans la culture in vitro, la croissance et la survie
des embryons sont considérablement affectées par la composition minérale du milieu.
Dans le milieu DCR témoin le taux de germination est de 78,94 %, il est proche de celui
trouvé par Morsli et al. (2015). Nos résultats sont distincts de ceux de Neri-Soto et al. (2015),

qui ont obtenu un pourcentage qui ne dépasse pas les 29,75% dans les différents milieux de
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culture utilisés pour les embryons de Picea chihuahuana, mais se concorde avec de Feyissa et
Derso (2015), qui ont trouveé 100 % de germination dans les graines de Cordeauxia edulis
apreés immersion dans 1’eau et scarification des graines, ce qui confirme que la scarification
puis le trempage des endospermes blanchatres du genévrier thurifére dans ’eau distillé ont
joué un réle dans la germination, nos résultats se concordent aussi avec les résultats de
Hosseini Tafreshi et al. (2011) et Zarek (2007), sur les embryons de Taxus baccata (100 % et
60 % respectivement). L’agar dans le milieu de culture a un effet antioxydant ce qui lui
permet d’adsorber les polyphénols (Bonga et Von Aderkas, 1992) et améliorer les taux de
germinations des embryons de Juniperus thurifera var. aurasiaca.

Le taux de germination dans les milieux ou le charbon actif est utilisé comme antioxydant
est de 100 %, contrairement aux résultats de Nasr et al. (2007), qui ont trouvés 20 % de
germination pour la culture d’embryon isolées de Taxus baccata. L utilisation avantageuse du
charbon actif est d’absorber les polyphénols qui empécheraient la croissance et favorise la
formation des racines.

Les cytokinines semblent étre nécessaires a la division cellulaire des plantes, des fortes
concentrations de cytokinines (0,5-10 mg/l) inhibent ou retardent généralement la formation
des racines et empéchent également la croissance des racines (George et al., 2008). Dans la
présente expérimentation deux cytokinines sont utilisés (TDZ et BAP) a différentes
concentrations. Lorsque le TDZ est combiné avec le charbon actif le taux de germination n’a
pas diminué sous 58,82 %, et il augmente pour atteindre 82,35 %. Le TDZ est un régulateur
de croissance synthétique couramment utilisés dans la culture in vitro, son application induit
un large éventail de réponses de culture dans les tissus végétaux, ’activité du TDZ varie
considérablement en fonction de sa concentration, du temps d’exposition, de 1’explant cultivé
et du type d’espéce (Mehta et al., 2004; Dhiman et al., 2018). Les niveaux endogenes
d'auxines et des cytokinines varient d'une plante a l'autre et d'un tissu a l'autre (Bhojwani et
Dantu, 2013; Sang et al., 2016). En fonction des taux endogénes des phytohormones dans une
cellule ou un tissu, le TDZ se comporte comme une auxine ou une cytokinin (Guo et al.,
2018).

Les différentes concentrations de la BAP ajoutées au milieu de culture avec le charbon
actif ont affiches des taux de germination satisfaisante ou le taux le plus faible est de 80 %.
Nos résultats ne concordent pas avec les résultats d’Ahmad et al. (2018), qui ont trouvé 60 %
de germination lors d’utilisation de 1 mg/l de BAP pour les graines de Meconopsis aculeta et

le pourcentage diminue a 45% lors d’utilisation de 2 mg/l de BAP. Sayanika Devi et al.
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(2012), ont trouvé pour les graines de Dendrocalamus giganteus des taux de germination qui
varient entre 55 % et 65 % a des concentrations entre 0,1 mg/l et 3 mg/l de BAP.

L’auxine utilisée durant cette expérience est I’AlB, une hormone qui est thermolabile et se
décomposent pendant l'autoclavage (George et al., 2008). Les auxines contrdlent les
processus de base tels que la division cellulaire et 1’élongation cellulaire (George et al., 2008).
La concentration la plus élevée de cette hormone (0,5 mg/l) est la plus efficace sur la
germination avec un taux de germination qui est de 100 %. Les faibles taux de germination
enregistrés pour les deux concentrations d’AIB (0,1 et 0,25 mg/l) peuvent étre dus au fait que
le charbon actif élimine les régulateurs de croissance, en particulier I’auxine (George et al.,
2008). Nos résultats sont meilleurs que ceux obtenus par Ghorpade et al. (2010), qui ont
mentionné que l'utilisation d'auxines dans un milieu entrainait une réduction du pourcentage
de germination des embryons zygotiques de Boswellia serrata Roxb.

Pour les milieux avec charbon actif et acide gibbérelliqgue on a abouti a 100 % de
germination quel que soit la concentration du GA; utilisée. Le traitement des graines de Taxus
baccata fastigiata par 1’acide gibbérellique a stimulé la germination méme a faible
concentration (100 pg/1) (80 %), un pourcentage homologue est obtenu pour une
concentration de 1mg/l de GA3 (Le Page-Degivey, 1973). Pour les graines de Dendrocalamus
giganteus le 0,5 mg/l de GA3 a donné un taux de germination de 85 % (Sayanika Devi et al.,
2012). Une récente étude de Khater (2018), pour induire des germinations in vitro des graines
du genévrier thurifére, un taux de germination de 6,66 % dans le milieu WPM avec 1 g/l GA;3
et un taux de 3,10 % dans le milieu MS plus 1 g/l GA; sont obtenus. Les gibbérellines
endogénes sont nécessaires pour lever la dormance, sans gibbérelline la production d'enzymes
hydrolytiques, telles que I'a-amylase, ne se produit pas et la dormance est maintenue.
Cependant, si la gibbérelline est présente en quantités suffisantes la dormance sera surmontée
(George et al., 2008), pour cela I’addition de GAj; exogene a fortement amélioré la
germination.

Dans la seconde étape d’induction de germination, deux antioxydants sont associ€s
dans le milieu de culture, une baisse Iégére de germination est enregistrée dans le milieu avec
les deux antioxydants (88,23 %) par rapport au milieu ou seul le charbon actif est utilisé. Nos
résultats sont meilleurs que ceux obtenus par Nasr et al. (2007), qui a trouvé 20 % de
germination dans les graines de Taxus baccata cultivées sur un milieu ou ils ont combiné
deux antioxydants (charbon actif et acide ascorbique). L’acide ascorbique est un additif

nutritionnel courant dans les milieux de culture tissulaire qui stimule la germination et il peut
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également servir d'antioxydant pour réduire le stress oxydatif et atténuer le brunissement des
tissus (Dolatabadian et Sanavy, 2008).

L’ajout des cytokinines aux milieux de culture avec les deux antioxydants a amélioré la
germination a 100 %, sauf les deux milieux avec 0,25 mg/l et 0,5 mg/l de BAP ou nous avons
enregistré un taux de germination de 83,33 %. Les cytokinines et les auxines sont bénéfiques
a la germination mais leur influence dépend des réponses aux signaux hormonaux dans
I'endosperme et I'embryon (Bian et al., 2018).

Enfin, I'utilisation de I’acide ascorbique (ASA) comme antioxydant seul dans le
milieu de culture a donné des taux plus ou moins faibles par rapport aux deux
expérimentations précédentes. Le taux de germination le plus faible de toute
I’expérimentation est obtenu (50 %). Le seul milieu de culture qui a atteint 100 % de
germination dans cette partie est le milieu avec 0,1 mg/l d’ASA. El Kbiach et al. (2001), ont
mentionné que I’utilisation de 1’acide ascorbique comme un agent antioxydant dans la culture
des glands de Chéne-liége, 1’acide ascorbique est connu pour ses propriétés antioxydantes
assurant aussi la germination des graines, mais il faut indiquer que les concentrations élevées
du ASC inhibent les germinations (Ye et al., 2012). En plus de ses activités antioxydantes,
I’ASC est considéré comme un cofacteur pour de nombreuses dioxygenases.
Les dioxygenases (enzyme) interviennent dans la biosynthése des hormones endogénes de la
plante (Ethylene, GA et ABA) (Prescott et John, 1996; De Tullio et Arrigoni, 2003; Pastori et
al., 2003; Ye et al., 2012). Les teneurs en vitamine C (L-Ascorbic acid) sont les plus faibles
dans les tissus dormantes (Pastori et al., 2003), donc son apport au milieu de culture a joué un
role trés remarquable dans la germination des graines du genévrier thurifére.

L’un des avantages de la culture in vitro est la rapidité d’induction de germination, le
TMG n’a pas dépassé les 12 jours. Les temps moyens de germinations obtenus sont trés bons
par rapport a I’é¢tude de Khater (2018), qui n’a abouti a des germinations in vitro des graines
du genévrier thurifére qu’aprés 3 mois de culture.

Le milieu DCR est le meilleur milieu de culture que ce soit pour 1’élongation des
explants grace a sa richesse en azote, qui intervient dans le développement des explants (Chen
et al., 2014). Ceci explique la capacité des vitroplants du genévrier thurifére a se développer
d’une fagon meilleure que les milieux avec des régulateurs de croissances, nos résultats
s’opposent a ceux d’Al-Ramamneh et al. (2017), qui n’ont pas eu de réponse des pousses du
Juniperus phoenicea dans le milieu sans régulateur de croissance. D’aprés 1’analyse
statistigue le milieu DCR sans aucun additif est le meilleur milieu pour favoriser

I’augmentation de la taille des vitroplants, suivi du milieu avec 1 mg/l de I’acide
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ascorbique ou les vitroplant sont aussi bien développeés. Cela peut est due a I’effet de 1’acide
ascorbique qui stimule le taux de croissance des racines et des pousses (Dolatabadian et
Sanavy, 2008).

Les nécroses sont des brunissement des explants, qui par la suite meurent (Bairu et al.,
2009), ceci peut-étre da a I’insuffisance nutritive (Ca et B) (Raven, 1977) ou I’oxydation des
composés polyphénoliques excrétés par les explants, c’est un phénoméne marqué
particulierement chez les ligneux. Dans la présente étude, les nécroses sont observées dans
certains milieux seulement. Le milieu DCR témoin (sans antioxydant) a enregistré un taux de
nécroses de 13,33 %, I’addition de 5 g/l de charbon actif au milieu a diminué le taux de
nécroses a 10,52 %. Nos résultats sont contradictoires a ceux de Tafreshi et al. (2011), qui ont
trouvé un taux de nécroses nul apres utilisation du charbon actif dans le milieu de culture ou
sont cultivés les vitroplants de Taxus baccata. Le charbon actif utilisé dans les milieux de
culture in vitro gréace a sa structure active, qui affecte intimement sa capacité absorptive, il a
une large surface d’adsorption (Pan et Staden, 1998). Selon Mazinga et al. (2014), le charbon
actif est devenu une nécessité pour régler le probléme d’oxydation particulierement aux
especes des coniferes lors de la phase d’initiation de culture in vitro, mais son addition peut
avoir des effets bénéfiques ou nocifs puisqu’il a une grande capacité d’adsorption des
régulateurs de croissance.

L’addition de thidiazuron aux milieux de culture a provoqué des nécroses quel que soit
le type de I’antioxydant utilisé. Le role du TDZ en tant qu’inhibiteur puissant de la cytokinine
oxydase au cours d’une culture prolongée est probablement 1’'une des raisons de I’effet néfaste
de I’exposition prolongée des explants au TDZ. Nous pouvons donc supposer une nécrose ou
une mort cellulaire due a une accumulation continue de cytokines au cours d'une exposition
prolongée au TDZ (Dhiman et al., 2018).

Les nécroses peuvent étre dues a la sécrétion des polyphénols ou I’oxydation des hormones

avec la lumiére.

80



Conclusion générale



Conclusion générale

Conclusion générale :

Dans ce travail, nous avons démontré que les populations algériennes de Juniperus
thurifera sont une lignée génétiquement distincte qui pourrait étre classé comme Juniperus
thurifera subsp. africana var. aurasiaca, comme précédemment suggéré. Cette espece est un
excellent exemple de la diversité génétique intra-especes extrémement élevées dans la région
notée d'Afrique du Nord, ce qui représente un autre point chaud de I'évolution au sein de la
région méditerranéenne (Rodriguez-sanchez et al., 2008). Malheureusement, cette grande
diversité biologique est présumée de relever de grands défis environnementaux qui peuvent
conduire a la perte irréversible de nombreuses espéces et donc l'appauvrissement des
communautés vegétales. En fin de compte, une telle perte aura une incidence sur le
fonctionnement des écosystemes et le bien-étre humain.

Dans la gamme africaine de Juniperus thurifera, I'espéce est soumise a une forte
pression humaine, la fragmentation et 1’échec de la reproduction. Tous ces effets sont
négativement renforcés par ’aridification en cours de la région, ce qui rend les populations
vulnérables a des perturbations supplémentaires et les exposés ainsi a un risque sérieux
d'extinction. 1l y a bien des exemples d'espéces en Afrique du Nord qui sont déja piégées dans
le tourbillon d'extinction, comme les espéces endémiques de Cupressus ou Abies (Dering et
al., 2014; Sekiewicz et al., 2018). Les projections les plus pessimistes de la répartition future
ont confirmé la réduction sérieuse et presque I’extinction de Juniperus thurifera. La
détérioration climatique prévue devrait affecter l'aire de répartition du thurifére, non
seulement en Afrique, mais aussi en Europe, et ne laissant que quelques endroits d'apparition
probable. A I'heure actuelle, le Juniperus thurifera est un élément clé des hautes
communautés forestieres de montagne des zones arides et semi-arides en Afrique du Nord et
de la Péninsule Ibérique. Le scénario le plus optimiste proposé par la seconde analyse
effectuée avec l'aide de la plateforme CHELSA a également indiqué la réduction des especes,
mais dans ce cas la partie européenne de la gamme qui est prévue pour étre plus vulnérables
aux futurs changements climatiques.

En utilisant une approche combinée dans laquelle I'analyse génétique est complétée par la
modélisation des niches écologiques, nous avons noté les domaines de la repartition actuelle
des espéces qui ont constitué un refuge a long terme pour Juniperus thurifera depuis au moins
I’Eémien. Par conséquent, ces zones représentent le patrimoine de I'évolution de Juniperus
thurifera et devraient donc étre la priorité en matiere des programmes de conservation

(Keppel et Wardell-Johnson, 2012). Les refuges sont des zones qui ont favorise la survie des
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espéces durant les crises climatiques et environnementales passées. Cependant, comme le
montre notre modélisation, la capacité de ces zones de refuge peut étre trés limitée dans le cas
de Juniperus thurifera soumis a une transformation prévue dans I'environnement. Si la
tendance actuelle dans le changement climatique continues (Guiot et Cramer, 2016), ces
zones ne peuvent plus étre efficaces pour soutenir la survie de I'espece. Par conséquent, la
valeur évolutive des populations algériennes devrait étre immédiatement reconnue en les
incluant dans un réseau d'aires protégées, car ils sont plus isolés et dans I'espace confine que
les peuplements marocains.

Comprendre comment améliorer la germination est fondamentale pour une
conservation efficace des ressources génétiques. Il est d'une importance capitale
particulierement pour les especes darbres menacés comme Juniperus thurifera. La
régénération naturelle des arbres forestiers par des graines est un processus important puisqu'il
facilite la pérennité des populations forestiéres, I'établissement de nouvelles compositions
floristiques au fil du temps et assure la variabilité génétique des populations.

Une étude biométrique des galbules et graines de Juniperus thurifera var. aurasiaca

étudiées de la région des Aurés a montrer que la différentiation morphologique au sein des
populations algérienne est tres faible.
Dans la présente étude la germination in vitro et in vivo des graines du genévrier thurifére
(Juniperus thurifera var. aurasiaca) est réalisée. L’évaluation de 1’état sanitaire des galbules
est réalisée en premier, la totalité des galbules sont parasités a 1’exception des galbules
prévenant de ZANA qui présente un taux élevé des galbules saines. Par contre, les graines de
T Kout présentent le pourcentage le plus élevée des graines susceptibles de germer (48,1 %).

Le nombre de répétition des traitements est faible, cela est due au manque des graines
susceptibles de germer (graines a endosperme blanchatre), tout au long de 1’expérimentation,
et plus précisément dans I’année 2016, ou la totalité des graines recoltées étaient non
reproductive (vide, parasiter ou endosperme lignifier), ce qui nous a rendu I’expérimentation
trés difficile a réaliser.

Dans la présente étude la germination des graines du genévrier thurifére (Juniperus
thurifera var. aurasiaca) est achevée selon deux méthodes ; culture d’embryons isolés et par
prétraitement des endospermes. Les prétraitements réalisés sur les endospermes blanchatres
ont donnés des taux de germination variable entre 2,50£3,54 % et 60,00£28,28 %. Nous
pouvons conclure de ses prétraitements des endospermes blanchatres que le froid (4°C) et
I’immersion dans 1’eau froide sont deux traitements nécessaires a la germination des graines

scarifiées du genévrier thurifere algérien, puisque 1’eau élimine les inhibiteurs de germination
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des endospermes et le froid aide a briser la dormance des graines puisque dans la nature les
graines de Juniperus thurifera var. aurasiaca nécessitants deux périodes de froid pour
pouvoir germer, de plus I’élimination de la dormance tégumentaire aprés la scarification. Les
plantules issues des prétraitements sont maintenus dans des pots jusqu’a atteindre 1’age de
trois ans, un 4ge recommandé pour planter les plantes du thurifére dans leur milieu naturel ou
de I’introduire dans une autre zone.

L’induction de germination in vitro des embryons isolés est effectuée sur milieux DCR

4°™ jour de culture pour la plupart des

solidifi¢ par 1’agar. La germination commence au
milieux pour atteindre 100 % dans certains milieux. Les embryons isolés cultivés sur milieu
DCR est supplémenté avec différentes hormones (GAs, AIB, BAP et DTZ) et antioxydant
(charbon actif et acide ascorbique) ont donnés des taux de germination de 50 % a 100 %, la
réponse des graines a la culture d’embryons isolés est assez satisfaisante. Le développement
des vitroplants est trés remarquable dans le milieu DCR sans aucun additif, 1’association de
I’acide ascorbique et les hormones ne sont pas favorables au développement des vitroplants,
puisque ses derniers sont completement transformés en cals. Donc il est préférable de
transférer les vitroplants sur milieu DCR sans additifs. Le temps moyen de germination est de
6 a 13 jours en fonction du milieu de culture.

L’acclimatation des vitroplants issus in vitro n’a pas été réussie dans la présente étude en
raison du manque de serre d’acclimatation. De ce fait réussir ’acclimatation des vitroplants

est un objectif a atteindre dans les prochains travaux a réaliser sur le thurifere.
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Annexe 01: Polymorphisme des locus nSSR spécifiques de Juniperus thurifera.

Locus Séquences d'amorces 5* - 3' Motif répété A Ae Hs

JT 01 AATCCATCACATGCCATCTTT TAs 30 6.273 0.851
CCCTCATAAGAATCAATGAGATCC

JT_04 CCAAGGAATGATCTAACCTTTGAA AGA7 12 1908 0.482
TGGGATGCATATCTTATCTTCCT

JT 30 AATCCCCTATCCTTGCCAGT TCTwo 14 4927 0.806
TCAACAATATCAGCAAGTAATGAGA

JT 33 GAGCTTCCTTTGTAGATTTTGGG CTu 44 10.154 0.912
GTAAGAAGACACCACTCAGTCGAT

JT_40 GGCCGCATGATCCATTACT CA2 27 5115 0.814
TCGTAACGTAATGACATGTATAGTGC

JT_46 TGAGATCACCTACTTCCTAGTGGA AGGr 17 4158 0.768
CCACCAAGGGCATAGAGTTC

24

Moyenne (144) 5.423 0.772
Abréviation: A -Nombre d'alléles observés; Ae -Nombre effectif d'alleles; Hs -Hétérozygotie
au sein des populations; entre parenthéses - nombre moyen d'alleles observée




Annexe 02 : Composition du milieu de culture in vitro ou sont cultivés les embryons isolés de Juniperus thurifera var.

Annexes

aurasiaca :
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Annexes

Annexe 03 : Les groupes homogénes d’apres le teste de Duncun formé en fonction de

développement des vitroplants de Juniperus thurifera var. aurasiaca.
duncan.test(al, "Milieux"™, alpha = 0.05, group = TRUE, main = NULL, console = FALSE)
> dl
$statistics

MSerror Df Mean (@Y

90.13631 440 6.629787 143.2024
$parameters

test name.t ntr alpha

Duncan Milieux 30 0.05

$duncan

Nombre groups
.3571429
.2307692
.5555556
.5384615
7777778
.8235294
.6428571 bcd
.9285714  bcde
.6666667 bcde
.1333333  bcde
.7142857 bcde
.3888889 bcde
.5555556 bcde
.7500000 cde
.6428571 cde
.2000000
.0625000
.6000000
.4615385
.4285714
.1764706
.1666667
.0555556
.0000000
.9375000
.9285714
.5000000
.8571429
.8125000
.6666667

9
8
8
8
7
V4
6
5
4
4
4
3
3
3
3
3
3
3
2
P
2
0
0
0

attrﬁ,"c]ass")
0

[1]
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Annexe 04: Les groupes homogeénes d’aprés le teste de Duncun en fonction du nombre

moyen des feuilles des vitroplants de Juniperus thurifera var. aurasiaca.

$statistics
MSerror Df Mean cVv
1506.428 440 27.72766 139.9784

$parameters
test name.t ntr alpha
Duncan Milieux 30 0.05

$duncan
NULL

$groups
Taille groups
.71429 F
.61111 b
.56250 bc
.15385 bcd
.66667 bcde
.15385 bcde
.46667 bcde
.61111 bcde
.85714 bcde
.25000 bcde
.22222 bcde
.18750 bcde
.00000 bcde
.55556 bcde
.13333 bcde
.42857
.55556
.00000
.64706
.14286
.66667
.07692
.07143
.78571
.58824
.25000
.78571
.50000
.31250
.57143

attr(,"class")
[1] llgroupll
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Annexe 05: Composition chimique du milieu de culture DCR (Gupta et Durzan, 1985):

Le milieu de culture

Solutions meéres

Macro éléments Concentration (mg/l) Concentration 20 fois (mg/l)
NH4NO3 400 8000
KNO3 340 6800
CaCl2x2H20 85 1700
Ca(NO3)2x4H20 556 11120
MgSO4x7H20 370 7400
KH2PO4 170 3400
Micro éléments Concentration (mg/l) Concentration 100fois (mg/l)
Kl 0.83 83
H3BO3 6.20 620
MnSO4xH20 22.30 2230
ZnSO4x7H20 86.5 8650
Na2MoO4x2H20 0.25 25
CuSO4x5H20 0.25 25
CoCI2x6H20 0.03 3
Na2xEDTA 37.30 3730
FeSO4x7H20 27.80 2780
Vitamines Concentration (mg/l) Concentration 100 fois (mg/l)
Nicotinicacid 0.5 50
Pyridoxine 0.5 50
Thiamine HCI 2.0 200
Glutamine 50.0 5000
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Résumé :

Juniperus thurifera est un élément clé dans les zones arides et semi-arides de la
Méditerranée occidentale. Les études précédentes de la génétique et de la morphologie ont
suggére que les populations algériennes sont génétiquement plus similaires aux populations
européennes qu'aux marocaines et préconisaient leur reconnaissance en variété. Nous avons
étudié la structure génétique spatiale de J. thurifera pour vérifier le caractéere distinct de la
population algérienne. Nous avons également modélisé la répartition des espéces depuis le
Eémien pour reconnaitre I'impact des changements climatiques passés sur le modele actuel de
la diversité et de prévoir les changements possibles dans la distribution des espéces a l'avenir.
Les microsatellites spécifiques aux especes ont été utilisés dans I'analyse des 11 populations
de I'Algérie, le Maroc et I'Europe. Nous avons mis en évidence la spécificité génétique
importante des populations algériennes des stands marocains et européens qui peuvent avoir
d'importantes répercussions sur la taxonomie et la conservation. Le modele de la diversite a
révélé pour J. thurifera le grand écart génétique est-ouest signalés chez certains taxons de
plantes d'Afrique du Nord et des animaux et suggére un impact des processus historiques
partagés. En outre, la modélisation de la distribution nous a permis d'identifier les refuges
glaciaires possibles et leur impact sur le modele moderne de différenciation dans J. thuriféra.
La réduction de l'occurrence de I'espece, en particulier dans le domaine européen, est possible
selon les projections futures de la distribution des espéces.

Une étude biométrique des galbules et graines de J. thurifera de la région des Aurés a été
effectuée pour déterminer la différentiation morphologique au sein des populations algérienne
suivie d’une évaluation de 1’état sanitaire des galbules. La totalité des galbules sont parasités a
I’exception des galbules prévenant de ZANA qui présente un taux élevé des galbules saines.
Par contre, les graines de T Kout présentent le pourcentage de graines susceptibles de germer
le plus élevé (48,1%). Dans la présente étude, la germination des graines du genévrier
thurifére est achevée selon deux méthodes ; culture d’embryons isolés et par prétraitement des
endospermes. Les prétraitements réalisés sur les endospermes blanchéatres ont donnés des taux
de germination variables entre 2,50+3,54 % et 60,00+28,28 %. Les plantules issues des
prétraitements sont plantées dans des pots. D’un autre c6té, I’induction de germination in vitro
des embryons isolés est effectuée sur milieu DCR solidifié par I’agar. La germination
commence au 4éme jour de culture. Les embryons isolés cultivés sur milieu DCR et
supplémenté avec différentes hormones (GA3z, AIB, BAP et DTZ) et antioxydants (charbon
actif et acide ascorbique) ont donnés des taux de germination de 50 % a 100 %. Le
développement des vitroplants est tres remarquable dans le milieu DCR sans aucun additif,
I’association de 1’acide ascorbique et des hormones n'est pas favorables au développement des
vitroplants, comme ces derniers sont complétement transformes en cals. Le temps moyen de
germination est de 6 a 13 jours en fonction du milieu de culture.

Mots clés : Analyse génétique, analyse géographique, germination, prétraitements, culture in
vitro.



Abstract:

Juniperus thurifera is a key element of the forest communities in arid and semi-arid areas of
the western Mediterranean. Previous genetic and morphological investigations suggested that
Algerian populations are genetically more similar to European than to Moroccan populations
and advocated their recognition at the variety rank. We aimed to investigate the spatial genetic
structure in J. thurifera to verify the distinct character of the Algerian population in terms of
the genetic breaks reported among several North African taxa. We also modelled species
distributions since the Eemian to recognise the impact of past climatic changes on the current
pattern of diversity and predict possible changes in species distribution in the future. Species-
specific microsatellites were used in the analysis of 11 populations from Algeria, Morocco
and Europe. We revealed the significant genetic distinctiveness of the Algerian populations
from the Moroccan and European stands that may have important taxonomic and conservation
implications. The diversity pattern revealed for J. thurifera reflects the east-west genetic splits
reported among some North African plant and animal taxa and suggests an impact of shared
historical processes. Additionally, modelling of the distribution allowed us to identify
possible glacial refugia and their impact on the modern pattern of differentiation in J.
thurifera. Reduction of species occurrence, especially in the European domain, is likely
according to the future projections of the species distribution.

A biometric study of cones and seeds of J. thurifera from the Aures region is performed to
conclude the morphological differentiation within the Algerian populations followed by an
assessment of the health status of cones. Cones are parasitized in all populations except
ZANA which have a high rate of healthy cones. Seeds from T'kout have the highest
percentage of seeds likely to germinate (48.1%). In the present study, the germination of J.
thurifera seeds is completed by two methods: the culture of isolated embryos and endosperm
preprocessing. Pretreatments made on white endosperm have given a variable germination
rate between 2.50% + 3.54% and 60.00 £ 28.28%. The plantlets are planted in pots. On the
other hand, the induction of germination of isolated embryos is performed on DCR medium
solidified by agar. Germination begins on the 4th day of culture. Isolated embryos cultured on
DCR medium, supplemented with various hormones (GAs;, AIB, BAP, and DTZ) and
antioxidants (ascorbic acid and activated carbon), have given the germination rate of 50% to
100%. The development of cultured plants is very remarkable in the DCR medium without
any additives. The combination of ascorbic acid and hormones are not favorable to the
development of cultured plants, since the latter completely turned into calluses. The average
germination time is 6 to 13 days depending on the culture medium.

Key words: Genetic analysis, geographic analysis, germination, pretreatments, in vitro
culture.
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