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Le pin d’Alep occupe une place
importante en Tunisie, aussi bien
au point de vue écologique
qu'économigque. Il est cependant
soumis d de fortes pressions

qui conduisent a une régression
importante des pineraies. Face

a cette situation, les différents
programmes de reboisement n’ont
pas donné les résultats escomptés,
malgré les efforts déployés.

Une des solutions pour assurer

la pérennité du pin d’Alep est la
production de plants de qualité.
Cet article nous présente

une méthode de multiplication
végétale pour aider au reboise-
ment, en produisant des plants
aptes a étre exploités et utilisés.

Rafik AINI et Mohamed Larbi KHOUJA

Introduction

En Tunisie, la couverture forestiére est en régression continue. En
effet, I'exploitation trés ancienne des terres est a l'origine d'un faible
taux de boisement. Les formations forestiéres couvrent une superficie
de prés d’'un million d’hectares, mais les foréts proprement dites ne
dépassent pas les 500 000 ha environ, dont 270 000 ha de foréts natu-
relles, situées principalement dans le Nord-Ouest et le Centre du pays.

Ce patrimoine forestier aux fonctions multiples, de protection d’abord
et de production ensuite, est I'objet d’'une dégradation importante
(CHANDOUL, 1986). Il se réduit d’année en année avec pour conséquence
un appauvrissement des ressources phyto-génétiques et, surtout, un
développement du phénomeéne d’érosion aux conséquences désas-
treuses. D’autre part, les besoins du pays en produits ligneux vont sans
cesse croissant, ce qui accroitra inéluctablement la pression sur des for-
mations forestieres déja tres fragiles et surexploitées, provoquant ainsi
des déséquilibres écologiques qui sont pour la plupart irréversibles
(CHANDOUL, 1986).

Cette situation n’est certes pas nouvelle, et les autorités du pays ont
engagé plusieurs actions depuis I'indépendance pour y faire face ; en
particulier, les reboisements. Mais pour donner des résultats, toutes
les actions de développement forestier doivent étre accompagnées par
des efforts de protection contre les agressions auxquelles sont exposées
ces foréts, aussi bien naturelles qu’artificielles.

Le pin d’Alep (Pinus halepensis M.) est, en surface, la premiere
essence de la forét tunisienne. Cette espece rustique, caractéristique du
climat méditerranéen semi-aride, couvrait, vers les années 1950, plus
de 400 000 hectares. Cette superficie est estimée actuellement a
170 000 hectares (CHAKROUN, 1986). Malgré cette importante régres-
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sion, le pin d’Alep reste encore, du point de
vue superficie, 'essence forestiere la plus
importante en Tunisie (SGHAIER et PALM,
2002).

En outre, en raison de ses divers produits,
le pin d’Alep occupe une place importante
dans I'économie forestiere du pays. Ces pro-
duits sont largement utilisés pour les besoins
de la menuiserie commune, de la charpente
ordinaire, de la caisserie, des emballages et
du coffrage ; sans oublier de rappeler la
bonne aptitude du bois aux utilisations pape-
tieres et a la fabrication de panneaux de par-
ticules (DAHMANE, 1986).

En plus de ces produits, il existe une
demande trés grande en graines de pin
d’Alep pour la préparation d’'une créme
patissiéere traditionnelle. La récolte des
graines destinées a cet usage est de nature a
augmenter dans une grande mesure les
recettes provenant des foréts de pin d’Alep.
En effet, les 30 kg de graines de pin d’Alep
produits par un hectare de forét a raison de
2 dinars (environ 1 euro) le kilogramme,
représentent plus de 4 fois la valeur actuelle
de la production ligneuse a I'hectare
(CHAKROUN, 1986).

Les principales causes de la dégradation
des pinédes sont : les conditions pédoclima-
tiques peu favorables a la germination des
graines et a la survie des jeunes plantes ; les
incendies qui représentent un véritable fléau
(NUNEzZ et CALVO, 2000) ; le déboisement des
arbres et le défrichement (CHAKROUN, 1986) ;
et, récemment, un probléeme d’auto-toxicité
évoqué par FERNANDEZ et al. (2008) qui fait
aussi obstacle a la régénération naturelle de
cette espece.

La régénération naturelle des pins est
donc tres irréguliere et a toujours posé de
sérieux problemes, surtout pour les peuple-
ments tres agés. Or, la majorité des pro-
grammes d’aménagement et de conservation
de ces ressources ne compte encore que sur
la régénération naturelle.

L’exploitation des foréts de pin d’Alep se
fait aprés martelage conformément aux pro-
ceés-verbaux d’aménagement, soit en régie
soit a I'entreprise. La production ligneuse
potentielle s’éleve a 150 000 m?® par an.
Néanmoins I'absence de régénération natu-
relle engendre un retard important au
niveau de I'application des aménagements et
la production réelle atteint a peine la moitié
de la possibilité théorique de la forét
(CHAKROUN, 1986). Ce retard est di aux diffi-
cultés insurmontables en matiére de mise en

défens des peuplements, ce qui a engendré
un échec total de la régénération naturelle.

Par ailleurs, les résultats des reboisements
effectués a travers les différents plans de
développement nationaux n'ont pas été a la
hauteur de la volonté et des efforts déployés,
ni en terme de taux de réussite des planta-
tions réalisées, ni en terme de croissance et
de productivité des reboisements (AMMARI et
al., 2006). Diverses causes étaient a l'origine
de ce résultat, parmi lesquelles la qualité des
plants produits en pépiniere, considérée
comme l'un des facteurs limitant I'installa-
tion et la survie des jeunes semis en site de
plantation (BURDETT, 1983 ; SUTTON, 1988 ;
AMMARI ef al., 2006). En effet, 'absence de
criteres d’évaluation d’ordre morphologique
et physiologique des plants et le manque de
normes spécifiques constituent un frein
majeur a 'amélioration des techniques de
production et a leur généralisation. Bien que
différentes techniques de production de
plants aient été développées et adaptées
selon des caractéristiques spécifiques, celles-
ci remontent a plusieurs décennies et n’ont
pas connu d’amélioration majeure depuis
leur origine.

Dans la politique de reboisement, I'accent
a été mis beaucoup plus sur l'installation
d’arboretums pour faciliter le choix des
essences a reboiser et sur les travaux méca-
nisés de préparation du sol, que sur l'effica-
cité des techniques de production
(LAMHAMEDI et al. 2000). L’inauguration de
pépiniéres modernes avec introduction de
nouvelles technologies de production
(ombriere, conteneurs, compost, irrigation
automatique, mycorhization, fertilisation et
informatisation des données) et de gestion
des cultures avec une capacité de production
d’un million de plants par pépiniére a été
effectuée dans des projets pilotes
(LAMHAMEDI et al., 1995, 1997). Un des objec-
tifs de cette nouvelle génération de pépi-
niéres était de produire des plants de bonne
qualité tout en respectant certaines normes
morphologiques et physiologiques.
Malheureusement, la généralisation de cette
modernisation et la divulgation de ces procé-
dés n’ont pas connu I'ampleur et la réussite
escomptées (LAMHAMEDI et al., 2000). La pro-
duction des plants en pépiniére en Tunisie
varie en fonction des tranches de reboise-
ment, elle atteint 4,5 millions pour le pin
d’Alep (LAMHAMEDI et al., 2000). La planta-
tion, qui s’échelonne de novembre a février,
s'effectue toujours apres les premieres pluies
d’automne (CHAKROUN, 1986). II est a noter
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qu’a 'échelle expérimentale, seule la régéné-
ration par plantation en poquets ou les semis
directs apreés travail mécanique du sol, ont
pu donner des résultats probants
(CHAKROUN, 1986). Ainsi, pour assurer la
survie de cette espéce ainsi que son maintien
dans son écotype d’origine, une multiplica-
tion en masse des génotypes performants
s’avere donc d’'une nécessité impérieuse
(KHOUJA, 1997). Des lors, il semblerait que le
seul moyen d’assurer la pérennité de la forét
de pin d’Alep est de recourir & de nouvelles
techniques, telles que la culture in vitro.
Ainsi, différents modes de multiplication du
pin d’Alep en particulier les possibilités de sa
culture in vitro, des essais de multiplication
par semis et par bourgeonnement axillaire
ont été menés sur des plantules de pin
d’Alep en vue d’'obtenir de maniére rapide et
simple un nombre élevé de plants aptes a
étre exploités et utilisés par la suite dans un
programme de reboisement.

Matériel et méthodes

Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé est constitué de
graines prélevées sur des arbres adultes de
pin d’Alep provenant des régions du Kef et
de Kasserine, principaux réservoirs du pays
de cette essence forestiere (Cf. Tab. I et Fig. 1)
puis conservées dans une chambre froide a
4°C. Les deux provenances choisies se carac-
térisent également par une bonne qualité
des graines du point de vue pouvoir germina-
tif et de critéres organoleptiques et chi-
miques (faibles teneurs en polyphénols,
réduisant ainsi le risque d’intoxication ali-
mentaire). Aussi, des boutures herbacées et
ligneuses (10-15 cm) ont été respectivement
prélevées a partir de jeunes plantules culti-
vées dans une serre vitrée et 4gées de 8
mois, et d’arbres adultes des sites du Kef et
de Kasserine. Ces boutures sont excisées en
plusieurs fragments qui vont constituer les
microboutures a utiliser in vitro.

Meéthodologie

Multiplication ex vitro
(germination et bouturage)

Désinfection du matériel végétal

Pour la multiplication ex vitro, les graines
sont désinfectées par trempage dans une
solution de fongicide (Benlate 2g/l) pendant

Région Situation géographique Climat Pluviométrie
Kef Nord-ouest Semi-humide 400-500 mm/an
Kasserine Centre OQuest Semi-aride 300-400 mm/an

45 minutes puis rincées plusieurs fois a 'eau
distillée. Les boutures (10-15 ¢cm) herbacées
et ligneuses sont prélevées au dessus du
neeud et sont désinfectées comme les
graines, mais font I'objet d’'un trempage sup-
plémentaire de leur partie basale dans une
solution d’auxine commerciale (exubérone)
durant une heure afin d’induire la rhizogé-
nese.

Mise en culture

Les graines de chaque provenance ont été
semées dans des plaquettes alvéolées (com-
posées de 15 alvéoles) remplies de substrat
inerte (perlite) et placées dans une chambre
de culture sous des conditions contrélées
(température : 25°C, humidité relative (HR) :
80 %, photopériode : 16 h, éclairage
d’appoint : 1500 lux) ou bien dans une serre
vitrée (température : 25°C +/-2,
photopériode : 16 h, HR : 60 %, éclairage
naturel). Les boutures désinfectées sont repi-
quées dans des plaquettes remplies de per-
lite et arrosées un jour sur deux avec de I'eau
de robinet. Les deux types de culture (germi-
nation et bouturage) ont été effectués selon
un dispositif aléatoire avec 10 répétitions.

Tab. I (ci-dessus) :
Caracteéristiques
climatiques des régions
du Kef et de Kasserine

Fig. 1 (ci-contre) :
Carte de la Tunisie
mentionnant les régions
du Kef et de Kasserine.
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Protocole Fongicide  Bichlorure de mercure  Javel commercial
(Pelt44) (HgCl2, 1 %) (12°)
P1 30 mn 10 mn 10 mn (12°)
P2 45 mn 15 mn 15 mn (9°)
P3 1 heure 20 mn 15 mn (6°)
P4 1 heure 20 mn 15 mn (3°)

Tab. Il :

Protocoles de désinfection
des graines de pin d'Alep

cultivées /n vitro

Tab. lll :

Protocoles de désinfection

des microboutures
de pin d'Alep

Multiplication in vitro
(germination et microbouturage)

Désinfection du matériel végétal

Pour la multiplication in vitro, les deux
types de matériel végétal (graines et micro-
boutures) sont désinfectés d’'une maniére dif-
férente (Cf. Tab. II et III). En effet, les bou-
tures lignifiées infestées d’agents
pathogénes, nécessitent un protocole de dés-
infection plus sévére que celui des boutures
herbacées ou des graines qui sont plus sensi-
bles aux désinfectants.

Mise en culture in vitro

Apres désinfection des graines et des
microboutures, celles-ci sont rincées plu-
sieurs fois a I'eau distillée stérile sous hotte
a flux laminaire et mises en culture respec-
tivement dans des boites de Pétri et des
tubes a essai contenant un milieu de culture
nutritif MS (MURASHIGE et SKOOG, 1962)
additionné de 30 g/l saccharose et 8 g/l
gélose pour solidifier le milieu. Le pH du
milieu est ajusté a 5,7 avant autoclavage
(110°C, 15 mn). Apres ensemencement des
explants, les cultures ont été placées dans la
chambre de culture.

Nature du matériel végétal

prélevé

Protocole de désinfection

Bouture herbacée

Bouture ligneuse

— Nettoyage avec de I'eau savonneuse ;

— Trempage dans une solution de fongicide
pendant une heure ;

- Trempage dans une solution de bichlorure
de mercure (1%) durant 15 minutes ;

— Passage rapide a Ialcool 70°;

— Trempage dans une solution de javel
commercial (6°) durant 15 minutes.

— Nettoyage avec de I'eau savonneuse ;

- Trempage dans une solution de fongicide
pendant une heure et demie ;

— Trempage dans une solution de bichlorure

de mercure (1%) durant 30 minutes ;

- Un passage rapide a I'alcool 70°;

— Trempage dans une solution de javel commercial
(6°) durant 20 minutes.

Résultats

Germination ex vitro

Les taux de germination enregistrés
dépassent toujours 80 % quelle que soit la
provenance de pin et le lieu de culture
(chambre de culture ou serre). Cela indique
une bonne capacité germinative des graines
de pin. Nous n’avons pas constaté de diffé-
rence de capacité germinative entre les deux
provenances de pin (Cf. Fig. 2). Néanmoins,
I'utilisation de la chambre de culture permet
d’obtenir un meilleur taux de germination
(supérieur a 90%) que la serre pour les deux
provenances. Cela est di aux conditions de
culture dans la chambre de culture, beau-
coup mieux maitrisées et plus stables que
dans la serre. Apres la phase de germina-
tion, les jeunes plantules présentent un sys-
téme racinaire pivotant de 4 4 5 cm de lon-
gueur. Apres 20 jours, les plantules sont
repiquées dans des plaquettes remplies de
perlite et placées dans une serre vitrée en
vue de leur acclimatation avant leur trans-
fert au champ. La réussite de ces étapes suc-
cessives ne pose pas probléme. Trois princi-
pales phases sont a distinguer au cours de la
germination :

— Pémergence de la radicule a l'extérieur
des téguments et qui dure une semaine puis,

— une expulsion des téguments et une
accentuation de la courbure de 'hypocotyle
et qui dure deux semaines et enfin,

— Touverture cotylédonaire (Cf. Photo 1).

La racine primaire développe alors des
racines secondaires qui pourront a leur tour
en porter d’autres et ainsi de suite.

Germination in vitro

Différents protocoles de désinfection ont
été testés en raison de la sensibilité des
graines aux contaminations fongique et bac-
térienne au cours de la culture in vitro.
Malgré cela, la technique de culture in vitro
n’a pas permis d’atteindre les résultats
escomptés. En effet, la majorité des proto-
coles de désinfection utilisés n’ont pu éviter
totalement la contamination qui aurait une
origine probablement endogéne. Le protocole
1 n’a pas du tout éliminé la contamination
(100% contamination et 0% germination). Le
protocole 2 a réduit remarquablement la
contamination (5 %) mais n’a permis aucune
germination, a cause de l'intensité du traite-
ment de désinfection qui a di étre toxique
pour 'embryon au sein de la graine. Les pro-
tocoles 3 et 4 sont les plus efficaces quant a
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I'éradication du probléme de contamination,
cependant comme pour le protocole 2, ils
sont trop toxiques pour permettre la germi-
nation des graines. Ainsi, méme avec diffé-
rents protocoles de désinfection et en
essayant plusieurs alternatives de traite-
ments par des fongicides systémiques, des
trempages rapides dans I'alcool, et en faisant
varier le temps d’action des produits de dés-
infection, il a été difficile d’obtenir des
graines non contaminées et germant.

Bouturage ex vitro

Le bouturage du pin sous serre n’a pas
permis d’'obtenir des résultats probants pour
aucun type de bouture (herbacée et
ligneuse). En effet, la majorité des boutures
se desséchent et finissent par nécroser sans
manifester une reprise d’activité végétative
ni de rhizogénése.

Microbouturage in vitro

Les résultats obtenus au niveau des essais
de microbouturage montrent une grande
variabilité en fonction de la nature des bou-
tures. En effet, une réussite quasi-totale a
été obtenue avec un matériel végétal de
départ herbacé (98%) alors que l'utilisation
de boutures ligneuses s’est soldée d’'un échec
avec seulement 5 % de débourrement et de
reprise végétative (Cf. Tab. IV). Apres 3 a 4
mois de culture in vitro sur le milieu MS, les
microboutures émettent des racines et conti-
nuent leur développement in vitro jusqu’a
leur transfert en pot sous serre apres
quelques mois pour assurer leur acclimata-
tion et adaptation en serre.

E 5 Serre
:E 0 ® Chambre de culture
E’ 40
#

20

0

Provenance

Conclusion

Notre travail a été effectué dans le but de
mettre au point une technique de multiplica-
tion ex vitro et/ou in vitro du pin d’Alep
compte tenu de I'importance de ce dernier
pour le reboisement des foréts en Tunisie.
Suite aux essais réalisés dans ce cadre de
travail, nous avons pu montrer que la germi-
nation ex vitro dans la perlite s’est avérée
plus efficace que celle en conditions in vitro.
Les essais de germination in vitro n'ont pas
donné de résultats satisfaisants en raison de
la forte contamination, difficile a éradiquer
ou a réduire sans porter atteinte au proces-
sus de germination suite a l'intensité et
Pagressivité des traitements de désinfection
appliqués. C’est ainsi qu’il s’avere plus inté-
ressant de faire la germination dans de la
perlite en chambre de culture (ou en serre)
car elle permet d’obtenir un taux de germi-
nation supérieur a 90%. Les travaux de bou-
turage sous serre ont montré que les bou-
tures repiquées sont récalcitrantes et inaptes

Kasserine

Photo 1 (en haut) :
Les différentes étapes
de germination

du pin d’Alep

Fig. 2 (ci-dessus) :

Taux de germination

de Pinus halepensis M.
(provenances du Kef et
de Kasserine) sous serre
et en chambre de culture.

Photo 2

(en bas, a gauche) :
Débourrement et reprise
de croissance

d’une microbouture

de pin d'Alep

Tab. IV (ci-dessous) :
Pourcentage

de débourrement

des microboutures

de pin d'Alep

Nature des boutures prélevées

% de débourrement

Bouture ligneuse
Bouture herbacée

5
98
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a reprendre leur croissance. Toutefois les
essais de multiplication de pin d’Alep réali-
sés par microbouturage ont montré que le
pin d’Alep est une espece facile a régénérer
par la culture in vitro et le pourcentage de
contamination est nul avec l'utilisation du
matériel végétal herbacé qui offre un taux de
réussite maximal, prometteur pour la multi-
plication de I'espéce.
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Afin d'obtenir de maniére efficace un nombre élevé de plants aptes a étre exploités et utilisés dans un programme
de reboisement, nous avons cherché a développer la multiplication du pin d'Alep. A cet effet, différentes méthodes
ont été essayées, en particulier les possibilités de sa culture in vitro, des essais de multiplication par semis et par
bourgeonnement axillaire. La germination ex vitro du pin, particulierement celle réalisée en chambre de culture, a
atteint un taux de germination supérieur a 90%. In vitro, nous avons été confronté a un probléme de contamination
des graines qui a constitué un véritable obstacle pour la germination. Par ailleurs, les essais de bouturage ex vitro
n‘ont pas été concluants en raison du desséchement et de la nécrose rapides des boutures. Nous avons en revanche
réussi le micro-bouturage in vitro avec un matériel végétal herbacé (98% de réussite) qui, une fois enraciné et au
bout de 3 ou 4 mois de culture in vitro, est transféré sous serre pour acclimatation.

Reproduction trials for the Aleppo pine

With the aim of developing the reproduction of the Aleppo pine, we sought to obtain efficiently a large number of
plants suitable for deployment and use in a reforestation programme. To this end, various methods were tested, in
particular the potential of in vitro culture, trials with seeds and lateral budding. Ex vitro germination of the species
achieved a more than 90% success rate, above all when carried out in a dedicated sowing facility. In vitro, we were
faced with a problem of contamination that proved to be a real obstacle to germination. Other trials with ex vitro
cuttings did not prove convincing on account of rapid drying out and dying off of the cuttings. In contrast, in vitro
micro-slips of green material achieved a 98% success rate and, after root development and a 3-4 month period of in
vitro culture, were transferred to a greenhouse for acclimatisation.
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