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Glossaire

-A-
Amande : graine contenue dans un noyau.

Apex : est le terme botanique pour désigner I’extrémité d’un organe, ici, en I’occurrence, de
la feuille. C’est, autrement dit, le sommet de la feuille.

Apex aigu : Feuille dont le sommet du limbe forme un angle aigu.
Apex obtus : Feuille dont le sommet du limbe forme un angle obtus.
Apex arrondi : Feuille dont le sommet du limbe forme un demi-cercle.
Apex atténué : Indique que le limbe est insensiblement aminci vers son sommet.
Apical : se dit de ce qui est situé a l'apex.
-B-
Baie : fruit charnu contenant une ou plusieurs graines.
Base aigué : Feuille dont la base du limbe forme un angle aigu.
Base obtuse : Feuille dont la base du limbe forme un angle obtus.
Base arrondie : Feuille dont la base du limbe forme un demi-cercle.
Base atténuée : Indique que le limbe est insensiblement aminci vers sa base.
Base tronquée : Indique que le limbe se termine a la base quasiment a I’horizontale.

Base auriculée : Feuille dont la base du limbe a la forme d’oreilles. Exemple : Quercus
robur.

Base cunéiforme : Feuille dont la base du limbe est en forme de coin. En fait, trés peu de
différence par rapport a la base aigiie évoquée ci-dessus, sauf que 1’élargissement dans ce
cas va jusqu’au sommet de la feuille, comme un triangle.

Base oblique : Feuille dont la base du limbe est dissymétrique, 1’angle avec le pétiole n’étant
pas le méme de chaque co6té. Exemple : Epipremnun aureum ‘Exotica’.

Base asymétrique ou irréguliere : feuille dont la base du limbe présente deux coétés
différents. Exemple : feuille de Begonia. ou d’orme (Ulmus.).

-C-
Caduque (feuille) : feuille qui se renouvelle chaque année.
-E-

Ecorce : enveloppe coriace de certains organes végétaux (troncs, branches, certains fruits).



Ecosystéeme : sous ensemble de la biosphere constitue d'étres vivants (faune, flore) et du
milieu dans lequel ils vivent. Cela inclut les relations entre les étres vivants et ce milieu ainsi
que les relations entre les différents étres vivants. Exemples : le foret de chéne en climat
tempére, une mare, la haute mer, une cote rocheuse, la steppe.

Espéce : ensemble des étres vivants descendant les uns des autres ou susceptibles de se
reproduire entre eux et d'avoir des descendants interféconds.

-F-

Feuille : organe caractéristique des plantes a fleur dans lequel se produit la photosynthese.
Généralement, les feuilles sont vertes car elles contiennent la chlorophylle. Les feuilles des
arbres peuvent avoir une forme aplatie (chez les feuillus) offrant une grande surface
d'exposition a la lumiere mais elles peuvent aussi avoir la forme d'aiguilles (chez les
coniferes).

Feuille entiére : comme indiqué déja dans ’article précédent, une feuille entiére n’a aucune
découpure ni saillie. La bordure du limbe est donc tout a fait réguliere et lisse. Exemple :
Vaccinium parvifolium.

Feuille dentée : feuille dont le limbe est bordé de dents plus ou moins larges, a angle aigu.
Exemple : le rosier, 1’églantier (Rosa canina). Si les dents ont la forme de dents de scie, on
dit que le bord est serraté. Et si les dents de scie sont trés fines, on dit que le bord est serrulé.

Feuille crénelée ou festonnée : Une feuille est crénelée lorsque le limbe est bordé de dents
larges, obtuses et arrondies. Exemple : Viola sororia.

Feuille lobée : feuille dont le limbe est découpé en échancrures, obtuses ou arrondies,
n’atteignant pas la moiti¢ du demi-limbe. Exemple : Ajania pacifica.

Feuille ondulée : Feuille dont le limbe forme sur ses bords des vagues plus ou moins
profondes. Exemple : Asplenium scolopendrium.

Feuille denticulée : comme la feuille dentée, mais avec des dents plus fines. Exemple :
Doodia media.

Feuille épineuse : feuille dont le limbe est bordé d’épines. Exemple : la feuille de houx (llex
aquifolium).

Foliole (= pinnule) : chaque division du limbe d'une feuille composée.

Fruit : organe se formant par la transformation de I'ovaire de la fleur apreés la fécondation et
contenant les graines. La notion botanique de fruit ne doit pas étre assimilée a la notion de
fruit du langage courant.

-G-

Gene: unit¢ d'information génétique. Les geénes sont constitués d’ADN (acide
désoxyribonucléique) et sont alignes sur les chromosomes. Le nombre de genes est
caractéristique de chaque espéce.



Graine : organe caractéristique des plantes a fleur résultant de la reproduction sexuée. Elle se
forme par développement de I'ovule & la suite de la fécondation de la fleur par un grain de
pollen. Une graine est constituée d'une plantule enveloppée par un tégument (la plantule est
I'embryon muni de ses cotylédons). Les graines constituent a la fois des formes de
résistance, notamment en raison de leur état de déshydratation poussee, et de dissémination
de I'espéce.

-H-
Habitat : milieu de vie d'une espéce vivante.
-l-
Inflorescence : mode particulier de regroupement des fleurs chez certaines plantes.
-L-
Lancéolées (feuilles) : en forme de fer de lance.
-p-
Péricarpe : paroi du fruit ou enveloppe du fruit
Pétale : un des organes (ou pieces florales), souvent de couleur vive, qui constituent la fleur.

Plante : on a longtemps défini les plantes comme des végétaux chlorophylliens présentant
des organes différencies tels que des feuilles, par opposition aux champignons, dépourvus de
chlorophylle et par opposition aux algues, dépourvues d'organes différencies. Aujourd'hui, la
classification phylogénétique considéere comme des plantes tous les végétaux qui ont en
commun la présence de chlorophylles a et b, la capacité a stocker les produits de la
photosynthése sous forme d'amidon et dont les cellules sont pourvues d'une paroi
cellulosique. Contrairement a la classification ancienne, ceci inclut notamment les algues
vertes. Les autres végétaux chlorophylliens qualifient de plantes, et qui correspondent a
I'ancienne acception, constituent le groupe des embryopytes (plantes issues d'un embryon)
qui regroupe les hépatiques, les mousses, les fougeres, les préles et les plantes a graines.

-R-

Rachis :(un) - chez les angiospermes, axe principal portant les folioles et paraissant
prolonger le pétiole sur une feuille composee-pennee ; chez les ptéridophytes, axe portant
les pennes.

Racine : organe généralement souterrain assurant I'approvisionnement des plantes en eau et
en sels minéraux, leur fixation dans le sol, et parfois I'accumulation de réserves nutritives.

-S-
Sépale : piéce la plus externe des fleurs, généralement de couleur verte.

V-



Vivace : se dit d'une plante qui vit plusieurs années par opposition aux plantes annuelles
(cycle d'un an) et bisannuelles (cycle de deux ans).

-X-
Xérophile : plante aimant la sécheresse.

Xérophyte : plante adaptée aux milieux trés secs.



Resumeé :

Le présent travail constitue une contribution de la mise en valeur du potentiel des techniques
de marquage génétique a 1’aide des marqueurs pomo-morphologique, caractérisation
biochimique et ISSR pour la caractérisation de la diversité génétique du lentisque au Maroc
vue que ces résultats sont uniques, a nos jours, aucune étude n’est disponible pour les
populations marocaines.

v" Pour la caractérisation pomo-morphmogique des populations spontanées étudiés a
I’aide des descripteurs internationaux permettant ainsi leur identification, la recherche des
marqueurs les plus consitant et 1’analyse des relations phylogénétiques entre les populations et
avec les sites d’origines. Les 11 populations analysées a 1’aide de 24 caractéres pomo-
morphologique, ont permis d’identifier : L’analyse de la variance ainsi que la comparaison
des moyennes des caracteres morpho-pomologique étudiés ont révélé une diversité importante
a I’intérieur et entre les différentes provenances correspondant a des bioclimats différents (P<
0.001). La population de M’rirt montre une longueur des feuilles (7,80 cm) plus élevé par
rapport aux autres populations et la plus petits et enregistré chez la population de Lkbab (5,46
cm), tandis que, ce caractere a une corrélation positive significativement avec la langueur de
I’amande (r= 0.46***). L’analyse de la composante principale permis, par la suite, la
séparation de ces populations en quatre groupes malgré leur rapprochement géographique.

v" Pour la caractérisation biochimique des populations étudiés en se basant sur le dosage
de quelques paramétres biochimiques qui nous permet 1’identification et la recherche des
marqueurs les plus informatifs et I’analyse des relations phylogénétiques entre les populations
et avec les sites d’origines. Les 11 populations analysées a 1’aide de 11 caracteres
biochimique, ont permis de conclure : Les résultats de I’analyse de la variance ont montré
I’existence d’une variabilité significative (p<0,05) entre les populations pour la teneur en
sucre totaux, en teneur en matiere séche et en teneur en fibres. Une corrélation positivement
significative a été détectée entre matiére organique (MO%) matiere seche (MS%) aussi bien la
teneur en azote total et la valeur énergétique (r = 0.92 et 0.962). Par contre, des corrélations
négativement significatives ont été enregistrées entre la matiére seche et la matiere minérale,
et la teneur en matiere grasse et les carbohydrate (r = -0.217, -0.379).

v' Pour [D’identification moléculaire des populations étudiés en se basant sur des
marqueurs moléculaire ISSRs qui nous permet I’identification et la recherche des marqueurs
les plus informatifs et 1’analyse des relations phylogénétiques entre les populations et avec les
sites d’origines. Les 11 populations analysées a 1’aide de 13 amorces, ont permis de conclure :
L’utilisation de treize amorces a produit 121 marqueurs dont 110 sont polymorphes qui
correspondent a un pourcentage de polymorphisme de 91,21 %. Les valeurs moyennes du
PIC, RP, I et Ht ont été respectivement de 0,79 ; 4,89 ; 0,47 et 0,31. Ceci indique d’une part,
que les marqueurs ISSRs utilisés représentent un outil efficace et important pour 1’analyse
génétique du Pistachier lentisque et d’autre part, 1’existence d’une grande variabilité
génétique chez le pistachier lentisque. L’analyse de la variance moléculaire (AMOVA) a
montré que la majeure part de la variabilité génétique se trouve au niveau intra population
(57,24%). Les populations étudiées se sont montrées trés largement différenciées (FST=0,42)
en concordance avec un flux de genes trés restreint entre elles (Nem=0,42). L’AMOVA
hiérarchiqgue a montré un faible pourcentage entre les groupes géographiques (3,76%) et
bioclimatiques (-0,94%) formés par 11 populations.

Mots clés : lentisque, variabilité morpho-pomologique, parametres biochimiques, marqueur
ISSR, polymorphisme, différentiation génétique.



Abstract:

This work is a contribution to this program through the exploitation of the potential of
genetic marking techniques using pomo-markers. morphological, biochemical
characterization, and ISSRs for characterization of the genetic diversity of lentisk in
Morocco since these results are unique, today, no studies are available for Moroccan
populations. For the pomo-morphologic characterization of spontaneous populations studied
using international descriptors allowing their identification, the search for the most
informative markers, and the analysis of phylogenetic relationships between populations and
with sites of origin. The 11 populations analyzed using 24 pomo-morphological characters,
made it possible to identify: Analysis of the variance and comparison of the means of the
morpho-pomological traits studied revealed a significant diversity within and between the
different origins corresponding to different bioclimates (P 0.001). The M'rirt population
shows a leaf length (7.80 cm) higher than other populations and the smallest and recorded in
the Lkbab population (5.46 cm), while, this character has a significantly positive correlation
with the languor of the almond (r= 0.46***). Analysis of the main component allowed,
subsequently, the separation of these populations into four groups despite their geographical
closeness. The morpho-pomological variability of this species in Morocco may be due to
ecological conditions, and the physiological mechanisms involved. The biochemical
characterization of the studied populations based on the assay of some biochemical
parameters allows us the identification and research of the most informative markers and the
analysis of phylogenetic relationships between populations and with origin sites. The 11
populations analyzed using 11 biochemical traits concluded: The results of the variance
analysis showed significant variability (p0.05) between populations for total sugar content,
dry matter content, and fiber content. A positively significant correlation was detected
between organic matter (MO%) dry matter (MS%) and total nitrogen content and energy
value (r = 0.92 and 0.962). Conversely, negatively significant correlations were recorded
between dry matter and mineral matter, and fat content and carbohydrate (r = -0.217, -
0.379). The results of the principal component analysis showed the dispersion of the 11
populations studied into 4 groups regardless of their geographical proximity. This grouping
was confirmed by the hierarchical classification (dendrogram). The molecular identification
of the studied populations based on ISSRs molecular markers allows us to identify and
search for the most informative markers and the analysis of phylogenetic relationships
between populations and sites of origin. The 11 populations analyzed using 13 primers, led
to the conclusion: the use of thirteen primers produced 121 markers, of which 110 are
polymorphic, corresponding to a polymorphic percentage of 91.21%. The number of
polymorphic markers ranges from five (UBC807) to twelve (UBC868) with an average of
eight markers per primer. The mean values of the PIC, RP, I, and Ht were 0.79; 4.89; 0.47,
and 0.31, respectively. This indicates, on the one hand, that the ISSRs markers used to
represent an effective and important tool for the genetic analysis of the Pistachio Lentisk
and, on the other hand, the existence of great genetic variability in the Pistachio Lentisk.
Molecular variance analysis (AMOVA) showed that the majority of genetic variability
occurs at the intra-population level (57.24%). The populations studied were highly
differentiated (TSF=0.42) following a very restricted gene flow between them (Nem=0.42).
The hierarchical AMOVA showed a small percentage between the geographical (3.76%)
and bioclimatic (-0.94%) groups formed by 11 populations. The genetic structure of the
populations in five groups obtained from Neighbor-joining and Structure analyses does not
correspond to their bioclimates and geographical origin.

Keywords : lentisque, variabilitté morpho-pomologique, paramétres biochimiques,
marqueur ISSR, polymorphisme, differentiation
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INTRODUCTION GENERALE

« ... Alléger les pressions sur les ressources naturelles, c’est préserver [’équilibre des
écosystemes, objectif pour la réalisation duquel notre pays est résolument engage a travers
la restauration de nos ressources forestieres et de la diversité biologique, et la lutte contre
la dégradation des sols, les érosions, [’ensablement et la désertification, de sorte a
conserver et développer nos capacités de production et de renouvellement de nos
ressources naturelles. .... ». Extrait du Discours de Sa Majesté le Roi Mohammed VI, que
Dieu le Glorifie, adressé aux participants a la rencontre internationale sur les changements

climatiques du 16 octobre 2009.

Dans cette vision et sous les directives de Sa Majesté le Roi, la stratégie nationale du
Maroc en matiére de conservation et d’utilisation durable de la biodiversité tient compte
des besoins des populations en matiére de biodiversité, a satisfaire, mais, aussi de 1’état
altéré de nombreuses de nos ressources biologiques ainsi que de la nécessité de faire de la

biodiversité un outil de développement socio-économique et humain privilégié.

Les ressources phytogénétiques forestieres sont les fondements biologiques de la stabilité
écologique, socio-économique et alimentaire du biotope planétaire. Elles englobent un
matériel génétique varié constitué par des especes naturels et d’autres cultivées qui assure
pour I’homme de 1’alimentation, les phyto-médicaments, du fourrage pour le bétail, de
I’énergie et de multiples autres produits. Parmi ces ressources phytogénétiques, seulement
quelles une sont actuellement exploitées par I’activité humaine. Par contre, de nombreuses
especes locales sont maintenant sous-utilisées ou négligées (FAO 2016). En effet,
plusieurs programmes d’amélioration et de conservation des ressources phylogénétiques
ont été entrepris dans de nombreuses régions du monde. La région méditerranéenne abrite
une diversité biologique de premiere importance. La plupart des espéces de la flore
naturels , en Afrique du Nord notamment, est résistante et bien adaptée a la sécheresse et a
la salinité et constitue une part non négligeable des ressources génétiques locales a valeurs

pastorale, fourragere, alimentaire, aromatique et médicinale (Ohba et Amirouche 2003).

Le Maroc présente une richesse floristique importante. Sa flore est estimée a 4500 taxons
avec 920 genres et 130 familles (Fennane 2004). Les taxons endémiques stricts sont
estimés a 951, soit 21 % des plantes vasculaires marocaines endemique . Les principaux

foyers d'endémisme sont situés dans les hauts sommets montagneux. Néanmoins cette
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richesse a subit toutefois une menace permanente de plusieurs facteurs et surtout de

I’activité de ’homme (franchimont 2001).

Le présent travail porte sur I’une des especes forestieres spontanée du Maroc, qui est le
mastique commun (Pistacia lentiscus L.). Le lentisque est a la fois un arbre forestier
industriel producteur du mastic d’une grande importance économique, du bois et des autres
produits a grand intérét économique et sanitaire (les feuilles, les fruits, huiles essentiels et
distillats).

Au Maroc, le mastique présente un véritable intérét pour le développement d’une culture
durable surtout en zones montagneuses, il peut étre une source de revenu vital pour les
riverains. Cependant, il est négligé par les programmes de recherche et d’amélioration.
D’autres part, et malgré I’étendue de la variabilit¢ phénotypique observée chez cette
espeéce, Il est donc indispensable d’établir une stratégie visant la conservation et

I’amélioration génétique des ressources locales de cette espece.

Tenant compte de ces considérations, nous nous sommes intéressés a 1’analyse de la
diversité des ressources génétiques locales du lentisque marocain afin de fournir des
¢léments d’aide a la décision pour la gestion, la conservation, I’amélioration génétique et
I’utilisation durable de ce patrimoine génétique. Notre intérét a porté sur une évaluation
adéquate des populations marocaines du lentisque a 1’aide d’une caractérisation

phénotypique, biochimique et moléculaire.

Cette étude a pour objectif d’une part d’identifier des génotypes performants ayant des
caracteres recherchés par les sélectionneurs, les agriculteurs et les consommateurs et
d’autre part, d’explorer la diversité génétique et le typage moléculaire du germoplasme

local de cette espéce.

En plus, elle a pour but la conservation et I’amélioration des ressources génétiques de
cette espece, afin de controverser I'une des plus grandes menaces de 1’environnement,

I’érosion génétique (Watts Michael, et al. 2008)

Le présent travail constitue la premiére approche de 1’évaluation de la diversité génetique
des populations spontanées  marocaines du lentisque a 1’aide des marqueurs

morphologique et moléculaires.
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Le premier chapitre est consacre a une analyse bibliographique assez détaillée sur le
lentisque et 1’état actuel des travaux de recherche sur les ressources génétiques de cette
espéce.

Dans le deuxiéme chapitre, nous présenterons les résultats obtenus sur la caractérisation
phénotypique des populations du lentisque, basés sur des caractéres qualitatifs et

quantitatifs liés aux feuilles et aux fruits.

Le troisieme chapitre concernera une caractérisation biochimique des populations du

lentisque.

Dans le quatriéme chapitre, nous analyserons la diversité génétique des populations du

lentisque a 1’aide des marqueurs moléculaires ISSR.
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I. Botanique, taxonomie et description du lentisque :

1) Présentation du genre Pistacia :

Le genre Pistacia appartient a la famille des Anacardiacées (Anacardiaceae L.), distribué
surtout dans I’Amérique, Afrique, Asie et aux régions tempérées d’Europe et d’Eurasie
(Heywood 1996 ; Judd et al. 2002 ; Brown 2010 ; Martin 2014). C’est un arbuste que 1’on
trouve dans les sites arides de I’Asie et dans la région méditerranéenne de 1’Europe et
d’Afrique, jusqu’aux Canaries (Bellakhdar, 2003). Ce genre regroupe différentes formes de
plantes spécialement les arbres et les arbustes (Roussou, 2018). Selon martin (2014), la
famille des Anacardiacées comprend a peu pres 875 especes regroupées dans 70 genres. Le
genre pistacia a été identifié par Linné en 1737 en précisant six especes de Pistacia : P.
lentiscus, P. narbonensis, P. simaruba, P. terebinthus, P. trifolia, et P. vera (Mohannad &
Duncan, 2012). Engler en 1883, a spécifié huit especes qui sont incluses dans ce genre (P.
lentiscus, P. khinjuk, P. mutica, P. mexicana, P. terebinthus P. chinensis, P. vera, et P.
atlantica) (Engler, 1883). Mais en se basant sur les différents caractéres morphologiques,
Zohary (1952) a ajouté P. palaestina Boiss, P. texana Swingle et P. weinmannifolia a celui
déja défini par Engler. Il a séparé ces 11 espéces en 4 sections : 1. Section Lentiscella
Zohary: P. Mexicana HBK et P. texana Swingle. 2. Section Lentiscus Zohary: P. lentiscus
L et P. weinmannifolia Poisson. 3. Section Butmela Zohary: P. atlantica Desf et P. mutica
Fischer & C.A. Meyer. 4. Section Terebinthus Zohary: P. terebinthus L, P. palaestina
Boiss, P. khinjuk Stocks, P. vera L et P. chinensis Burge (Zohary, 1952).

Derniérement, 1’utilisation des paramétres morphologiques dans la détermination des
especes devient moins effective, ce qui conduit a I'utilisation des marqueurs moléculaires.
Une étude phylogénétique du genre Pistacia a été faite par Yi et al. (2008). Dans cette
étude, les 11 espéces reconnues par Zohary (1952), une espéce hybride : P. saportae et
autres espéces d’autres genres des Anacardiacées ont été testées en utilisant 5 marqueurs :
séquences de I'ITS ribosomiques nucléaires, le troisieme intron du gene de la nitrate
réductase nucléaire (NIA-i3) et les plastes ndhF, trnL-F et trnC-trnD. Les résultats ont
montré que le genre Pistacia L. est d’une origine monophylétique et il est divisé en deux

sections : Terebinthus et Lentiscus.

Récemment, les caractéristiques morphologiques et moléculaires ont été combinées pour

pouvoir bien comprendre les relations phylogénétiques entre les especes. Ceci a conduit a
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la proposition d’une clé d’identification a partir de la morphologie de leurs feuilles (Al-
Saghir & Porter 2006 ; Al-Saghir & ibid. 2010 ; ibid. 2012). Sur la base de cette
combinaison, Al-Saghir & Porter (2012) ont montré que le genre Pistacia comprend 9

especes et 5 sous-especes regroupées en deux sections selon la nature caduque (Pistacia)

ou persistante (Lentiscella) des feuilles (Tableau 1).

Tableau 1 : Sections et taxons reconnus par les principales études taxonomiques du genre Pistacia

Classification selon Zohary 1952

Sections 4
Espéces 11
Ssp/var 11
Section Eu-Terebinthus Zoh. Section Butmela Section Section Eu Lentiscus

Zoh

Lentiscella Zoh.

Zoh.

P. chinensis Bunge
P.chinensis  Bunge.  var.
falcata

P.chinensis  Bunge. var.
integerrima

P. khinjuk Stocks

P.khinjuk Stocks var.

glaberrima Boiss.

P. khinjuk Stocks var. glabra

Engl.

P.khinjuk Stocks var.
microphylla

Boiss.

P.khinjuk Stocks var.

populifolia Boiss.

P. palaestina Boiss.
P. terebinthus L.
P.vera L.

P. atlantica
Desf.

P. atlantica var.
latifolia DC.

P. atlantica
Desf. var. kurdica
Zoh.

P. mexicana
Humb., Bonp. &
Kunth

P. texana Swingle

P. lentiscus L.
P. lentiscus L. var
emarginata Engl.

P. saportae Burnat

P. saportae Burnat var.
oxycarpa Zoh.

P. weinmannifolia
Poisson

P. weinmannifolia
Poisson var.

(Henderson) Zoh.

malayana

Classification selon Yi et al. 2008

Sections
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Espéces

10

Ssp/var

0

Section Terebinthus Parfitt & Badenes

Section Lentiscus Parfitt & Badenes

P. chinensis Bunge

P.integerrima J.L.Stewart ex Brandis
P. khinjuk Stocks

P. terebinthus L.

P. vera L.

P. atlantica Desf.

P.mexicana Humb., Bonp. & Kunth
P. texana Swingle
P. lentiscus L.

P.weinmannifolia Poiss. ex Franch

Classification selon Al-Saghir & Porter 2012

Sections 2
Especes 9
Ssp/var 5

Section Pistacia Zoh.

Section Lentiscella Zoh.

P. chinensis Bunge ssp. chinensis

P. chinensis Bunge ssp. Falcata (Bess. ex Martinelli)
Rech. f.

P.chinensis Bunge ssp. Integerrima (J.L. Stewart ex
Brandis)

P. khinjuk Stocks

P. terebinthus L.

P. vera L.

P. atlantica Desf.

P. eurycarpa Yalt.

P.mexicana Humb., Bonp. & Kunth
P. lentiscus L. ssp. lentiscus
P. lentiscus ssp. emarginata (Engl.)

P.weinmannifolia Poiss. ex Franch

2) Preésentation et taxonomie de I’espéce Pistacia lentiscus L.

Pistacia lentiscus L., le lentisque en francais, mastic tree en anglais, dherou en arabe

local, Imidek ou Tidakth ou Amadagh en kabyle, est une espéce appartenant a la famille

Anacardiacées. La taxonomie du Pistacia lentiscus d’aprés Linné (Linné 1753)est

présentée dans le Tableau 2.
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Tableau 2 Taxonomie de Pistacia lentiscus d’apres Linné (L., 1753)

Regne Végétales
Embranchement Phanérogames
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Eudicots
Sous-classe Dialypétales
Série Disciflores
Sous-série Diplostémones
Ordre Teérébinthales ou Sapindales
Famille Anacardiacées
Genre Pistacia

Espéce Pistacia lentiscus

Le lentisque est un arbuste dioique sclérophylle a feuillage persistant, de 3 a 4 m de
hauteur (Zohary, 1952, Ferradji, 2011). Il se retrouve en association avec 1’Oléastre, la
salsepareille et le myrte dans un groupement végétal nommé «lI’Oléolentisque», mais
¢également dans les boisements clairs a pin d’Alep ou d’autres formations de garrigues

basses (chéne vert) (Belfadel, 2009).

a. Description botanique :

Pistacia lentiscus est un arbuste caractérisé par une odeur résineuse forte (figure 1), des
feuilles persistantes formées par 4 a 10 folioles de couleur verte foncée (figure 1,b), des
fleurs aromatiques, unisexuées (figure 2,a). Les fleurs méles sont caractérisées par une
couleur rouge foncée tandis que les fleurs femelles sont de couleur vert jaunatre. La
floraison s’¢tale de mars a juin (Annie et Perrier, 2014). Les fleurs femelles ont un ovaire
supére (au-dessus des autres pieces florales) avec un style court a 3 stigmates ;

I’Inflorescence est en grappe, spiciforme, dense et courte (Mansour, 2014).

En ce qui concerne le fruit, il est une baie globuleuse, d’abord rouge et devient noire en
automne quand il arrive a maturité ; 1’écorce se voit brune rougeatre sur les jeunes

branches, lisse et vire au gris avec le temps. Quand on incise I’écorce la plante laisse
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s"écouler une résine irritante non colorée a odeur forte. Le bois est blanc, puis jaune, puis
rose et parfois veiné de jaune (Dahmani 2015). La production de résine jaune clair (entre 4
a 5 kg par arbre) appelée ‘le mastic’ qui est obtenue en été par incision du tronc. La

distillation de cette résine permet 1’extraction d’une essence utilisée en parfumerie.

Pistacia lentiscus

c. Fruits d. Résine ou Mastic gum

Figure 1 Pistacia lentiscus : a. fleurs, b. feuilles, c. fruits, d. résine ou mastic gum.

b. Aire de répartition géographique de I’espéce Pistacia Lentiscus

e Au niveau mondial

Pistacia lentiscus est une espéce sauvage, thermophile qui pousse dans les zones cotieres
et sub-cotiéres de la région méditerranéenne (Zohary, 1952 ; Lopez-Gonzalez, 2001). On la
rencontre également en Europe, Asie, et en Afrique. Cette espéce est adaptée au climat
semi-aride de la méditerranée et aux sols désertique et salin (Rauf et al., 2017). On la
retrouve comme nous la montre la figure 2, au Maroc, Algérie, en Tunisie, Turquie,

France, Espagne, Italie et Gréce et bien d’autres (Tingshuang et al., 2008).
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Figure 2Distribution Géographique actuelle de 1‘espéces Pistacia lentisucs (L.) (d’aprés Al-Saghir modifié par W.
bouta 2021) ;

e Au Maroc

Cette plante est considérée comme une espéce autochtone au Maroc. L'apparition du
Lentisque dans I'étage semi-aride annonce I'humidité basse et le sol calcaire, si le sol est
argilo-limoneux (Ben-Slimane), I‘argile ou le calcaire si le sol est sableux siliceux
(Mamora, Temara), I'approche du fond d'un ravin (Beni-Abid, El-Harcha), parfois aussi la
chaleur (El-Harcha, El-Khatouate, etc.) (CH. SluvecE, 1961). Dans I'étage subhumide, le
Lentisque se rencontre d'abord au bord de la mer, par ailleurs sur les sols riches en argile
ou plus humides. Localisation : plaines et basses montagnes jusqu'a 1 600 m environ.
Monte en altitude plus haut que 1°Oléastre. (Benabid, 2000).

Tout le Maroc, de Tanger a 1°Anti-Atlas, de la cote atlantique a 1°Algérie, sauf dans les
régions désertiques. Tres rare dans les régions a climat aride. En montagne, il est éliminé

par le froid et la neige. (Fennane et al., 2007).
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3) Exigences écologiques :

Ecologie et Etages bioclimatiques : semi-aride, subhumide, dans les sous-étages chauds,
tempérés et frais. En résumé, il se rencontre sous un climat ni trop froid ni trop humide.
Résiste mieux au froid et a 1°'humidité que 1'Oléastre. (T.I. et CH. S.1964, Quezel, 2000).
(Figure 3).

e Indice xérothermique : indique le nombre de jours biologiqguement secs dans une
année pour un endroit donné (il s'échelonne donc entre 0 et 365). Il est issu de la formule
de Gaussen. Les données intégrent non seulement les précipitations stricto sensu mais
aussi la température, les brouillards, la rosée et I'état hygrométrique de l'air.En général, il
est admis qu'un milieu est non aride lorsque l'indice est inférieur a 100, semi-aride entre
100 et 290, aride entre 290 et 350, et hyperaride entre 350 et 365.pour notre lentisque il
est situé de moins de 60 a 150. (Aafi et al. 2002)

e Sol : tous les sols, argileux, sableux (en particulier du littoral), siliceux ou calcaires ;
(T.1. et CH. S.1964) Le lentisque est une espéce de basses altitudes (Montserrat-Marti et
al., 1988 ; Castro-Diez et al., 1998). Elle est indifférente aux propriétés physico-chimiques
du sol mais préfere des sols a faible concentration en phosphore et potassium conjugués
avec des concentrations différentes en carbonates de calcium et en azote (Dogan et al.,
2003). Le lentisque est considéré comme une des especes sempervirentes la plus résistante
aussi bien a la sécheresse qu’a la salinité¢ (Barazani et al., 2003). Il est utilisé dans la lutte
contre 1’érosion, qui est I’'un des facteurs majeurs de désertification des écosystémes
méditerranéens semi-arides (Dogan et al., 2003). le lentisque assure aussi la protection du
sol et crée les conditions favorables pour I’humification de la matiere organique et
’enrichissement de ses propriétés biologiques (Diaz Barradas et Correia, 1999).

e Types de végétation associée

Fréguemment associé a I'Oléastre dans des formations ou il constitue souvent I'élément
prépondérant et souvent appelées Oléo-lentiscetum; entre dans la composition de plusieurs
autres formations : callitriaie, junipéraie a luniperus phoenicea (au moins sur le littoral),
pinede a Pinus halepensis, chénaie a Quercus coccifera, etc. ; moins couramment associé
au Chéne vert et a I’Arganier. Au sein de la subéraie, le Lentisque se méle souvent au

Chéne-liege dans I'étage subhumide, mais reste dominé ; dans I'étage semi-aride, il apparait
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en général seulement lorsque les conditions écologiques deviennent défavorables au
Chéne-liege (Sauvage, 1961). Enfin, élément souvent dominant des formations du fond des
ravins (Oueds non permanents) dans I'étage semi-aride. Sa dispersion indique son
adaptation optimale aux conditions globales qu’offre son milieu environnant (Benmehdi,
2003).

Pistacia lentiscus est facile puis qu’il supporte a peu prés tout : un sol lourd ou tres
drainant, peu acide a tres basique, une exposition trés ensoleillée jusqu’a I’ombre claire,
une terre riche ou pauvre. Il n’est finalement limité que par sa rusticité : il supporte jusqu’a -
10 °C et quelques descentes ponctuelles a -15 ° C.

Le pistachier lentisque est xérophyte, indifférent a la sécheresse et aux grandes
chaleurs ; d’ailleurs, c’est avec de longs étés chauds et secs qu’une résine de qualité est
produite. Il supporte également 1’exposition maritime et les vents forts.

4) Composition chimique du pistachier :

Les études phytochimiques montrent que le Pistacia lentiscus présente une trés forte
teneur en anthocyanes, leucoanthocyanes, tannins totaux, tannins galliques, flavonoides,
glucosides et amidon. Avec une présence modérée des mucilages et une absence totale des
saponosides, des senosides, des quinones libres, des coumarines, des irridoides et des
alcaloides (Arab et al., 2014).

o Feuilles

La composition chimique des feuilles de Pistacia lentiscus L., est caractérisée par la
présence de glycosides de flavonoles comme la quercétine, myricetine, lutéoline ainsi que
I’isoflavone genisteine. Elles contiennent 6 a 7% du gallotannins de faible poids
moléculaire, a savoir I’acide gallique et les dérivés d’acide quinique 5-O-, 3,5-Odi- et 3,
4,5-O-trigalloyl (Ferradji, 2011).

o Fruits

L’huile extraite des fruits, eux-mémes comestibles, s’utilise en frictions adoucissantes
comme les autres huiles. Elle sert a la table, a 1’éclairage et a la fabrication du savon
(Fournier, 1999). Les études phytochimiques montrent que les fruits de Pistacia lentiscus
L., présentent une trés forte teneur en anthocyanes, leucoanthocyanes, tannins totaux,
tannins galliques, flavonoides, glucosides et amidon. Avec une présence modérée des
mucilages et une absence totale des saponosides, des sénosides, des quinones libres, des
coumarines, des irridoides et des alcaloides (Arab et al., 2014).

o Résine
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La résine présente cinq constituants majeurs solubles dans 1'éthanol : a -pinene (40%), P -
pinéne (1,5%), B -myrceéne (9%), le limonéne (1,0%), et B -caryophylléne (5%)
(Abdeldjelil, 2016).

o Huile essentielle

Les huiles essentielles de Pistacia lentiscus L., obtenues présentent un aspect liquide et
limpide, elles sont de couleur jaune dégageant une odeur aromatique, tres puissante et
pénétrante (Arab et al., 2014).

5) Importance de Pistacia lentiscus L.
I. Intérét fourrageére :

Le Pistachier lentisque présente une végeétation verte persistante qui fournit un apport de
fourrage complémentaire au cheptel par le feuillage pendant toute 1’année. La
consommation de feuilles d'arbre par le bétail a été longtemps sous-estimée. Cependant, il
a eté établi que ce fourrage aérien procure aux animaux, pendant la saison seche, des
ressources fourrageres non négligeables. Ce paturage est accepté par les ovins et caprins
(Hedi, 2015).

ii. Intérét écologique et environnemental

Les fruits charnus du Pistachier lentisque constituent une ressource alimentaire
importante pour les oiseaux frugivores dans les basses terres du sud-ouest en Espagne. La
plupart des especes dépendant en grande partie de la pulpe du fruit riche en lipides pour la
nourriture (Jordano, 1989). D’autre part, I’espéce joue un réle clé dans le fonctionnement
des écosystémes, par ’humus qu’il produit et par la protection que sa ramure accorde au
sol et aux semis qui naissent a son ombre, il joue un réle non négligeable dans la
conservation et la restauration de I’habitat, et des versants montagneux (Moumen &

Melhaoui, 2010). Il joue aussi un réle dans la conservation de la flore et de la faune.

iii. Intérét économique :
Lentisque est essentiellement utilisé pour sa résine, on se sert également de ses feuilles,
de son bois et de ses fruits pour des usages alimentaires, domestiques ou médicinaux (De
Lanfranchi et al., 1999).

> La résine Elle a été utilisée en Europe, en dentisterie pour lI'occlusion des dents
cariées ; en medecine comme anti diarrhéique, antiscorbutique ou sous forme de
cataplasme. Elle a été également utilisée pour faire des fumigations et pour la fabrication

de vernis et de colles (Dorvault, 1928). Elle est obtenue par incision du tronc en été. Dans

23



I'Antiquité cette résine a été employée comme un produit cosmétique. En effet, selon
Dioscoride, les femmes grecques s’en servaient de cette résine pour fixer des cils postiche
sur leurs paupiéres. En Afrique du Nord, elle servait de parfum et de dépilatoire. Elle a été
également utilisée en Orient, comme masticatoire parfumé, pour rafraichir I'haleine et
protéger les gencives. Elle a été aussi utilisée pour embaumer les cadavres (De Lanfranchi
et al.,, 1999). De méme, le mastic est connu par son effet analgésique, antibactérien,
antifongique, antioxydant, expectorant, stimulant, diurétique et spasmolytique (Prokopios
et al. 1999; Dedoussis et al. 2004; Mahmoudi et al. 2010).

> Les feuilles du Lentisque sont utilisées pour leur propriété antiparasitaire pour lutter
contre les charangons, les teignes et les puces. En Afrique du Nord, on utilisait des
infusions préparées a partir de ces feuilles pour enlever ’odeur de sueur et la mauvaise
haleine (BAMMOU et al, 2015). Grace a leur richesse en tanins, les feuilles étaient
utilisées pour le tannage du cuir et la laine (Lanfranchi 1999). Les feuilles sont utilisées
aussi comme anti-inflammatoires, antibactériennes, antifongiques, antipyrétiques,
hépatoprotectives, expectorantes et cicatrisantes (Villar et al. 1987, Prokopios et al. 1999;
Janakat & Al-Merie, 2002; Kordali et al. 2003; Paraschos et al. 2007).

» Les fruits sont principalement utilisés pour I’extraction de I’huile fixe. En
Méditerranée, cette huile a de nombreuses utilisations. En effet, au Maroc ’huile des fruits
de Lentisque est employée sous forme d'onguent pour soulager les douleurs dorsales et
soigner les brGlures (BAMMOU et al., 2015). En Tunisie, cette huile comestible est
utilisée traditionnellement par la population tunisienne dans son alimentation quotidienne
en salades et patisseries (Trabelsi et al., 2012). Elle sert également de condiment dans le
nord-ouest de la Tunisie et elle est utilisée pour le traitement de la gale, des allergies
respiratoires, des rhumatismes et dans la fabrication de pilules anti-diarrhéiques (Le Floch
et Nabli, 1983). En orient et en Espagne on I’utilise pour 1'éclairage (Bonnier et Douin,
1934), pour la fabrication des savons ou la préparation d’une sorte de beurre, en la
mélangeant avec de la pate d’amande ou de la farine, connue pour ces propriétés
aphrodisiaque (De Lanfranchi et al., 1999) Les fruits sont aussi utilisés en confiserie et
pour la fabrication d’une liqueur appelée « mastiche ». Les fruits mirs du lentisque sont
trés efficaces pour le traitement des maladies de 1°estomac et les infections respiratoires
(Boudieb et al., 2019).

» L'huile de lentisque : Une recherche ethnobotanique menée en Sardaigne, aupres de
personnes qui ont gardé une connaissance de la récolte des « graines » de lentisque et de

I'extraction de I'huile, a permis de reconstituer cette pratique ancestrale, aujourd'hui
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disparue (Francois de Lanfranchi et al 1999). La période de la récolte varie de décembre a
janvier, suivant le lieu et I'année. Le murissement des fruits est plus précoce dans les zones
ensoleillées. Les fruits cueillis a la main sont portés a ébullition dans de I'eau pendant une
demi-heure environ. lls sont ensuite placés dans un sac de jute qu'un homme piétine pour
extraire le jus. A la surface de celui-ci surnage I'nuile recherchée, de couleur verte. L’huile
de lentisque est généralement consommeée dilué dans le thé. En Sardaigne, on le mange sur
du pain « biscotte » ou du pain durci au four. Au Maroc, cette huile verte est utilisée sous
forme d'onguent pour soigner les brdlures ou les douleurs dorsales (Bellakhdar, 1997).
Dans les maisons, elle sert pour I'éclairage. L'huile verte peut étre transformée en huile
jaune en la portant a ebullition. Cette derniére est réservée a la fabrication des beignets.
L'huile jaune est d'odeur intense et herbacée. Elle est utilisée pour les indications

suivantes : varices et jambes lourdes, congestions et stases veineuses, hémorroides externes

et internes, thrombophlébite. En effet, cette huile essentielle est reconnue comme

décongestionnante des systemes veineux et lymphatique. Utilisée aussi pour traiter les
brhlures, asthme et toux. Le pistachier lentisque constitue un remede précieux depuis
I'antiquité (BAMMOU et al, 2015). L'huile de lentisque (Pistacia lentiscus) est utilisée
contre la bronchite, I'asthme, la sinusite, I'eczéma (psoriasis et lichen plan) et les bralures.
(Gardeli et al., 2008).

Le Lentisque est méme utilisé dans plusieurs parfums comme Lilaia (Bvlgari), Infusion
d’Iris (Prada), French Mastic (Queen B), etc.

» Le bois : Le bois du Lentisque est employé en ébénisterie, en menuiserie et comme
bois de Chauffage. Les cendres obtenues a partir du bois servaient comme savon (De
Lanfranchi et al., 1999).

6) Effets biologiques et pharmacologiques :

Les activités biologiques et pharmacologiques des produits issus du Pistacia lentiscus ont
été décrites a travers plusieurs études scientifiques (Tableau 3). La majorité de ces études
ont concerné la résine de la plante (ses extraits ou huiles essentielles) et a degré moindre
les feuilles. En revanche trés peu d’études se sont intéressées a I’huile fixe de Pistacia

lentiscus.
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Tableau 2 Activités biologiques et pharmacologiques de Pistacia lentiscus

Activités

biologiques

Partie utilisée

Métabolites/

Extraits

Références

Pistacia

lentiscus

Acide digallique

(Bhouri, et al. 2010), (Ibijbijen, et al. 2016)

Fruits
Extrait hydro-alcoolique (MESSAQOUDI et KESSBIA 2017), (Kharchoufa, et al.
anti-oxydante 2018)
Huile essentielle (Barra, et al. 2007), (AMIRA 2015) , (Kharchoufa, et al.
Feuilles 2018)
Fractions aqueuses (Atmani, et al. 2011)
Mastic Extrait aqueux de résine (Sakagami, et al. 2009)
Huile essentielle (Djenane, et al. 2011)
L . Chryssavgi, et al. 2008
Feuilles Extrait méthanolique (Chryssavg )
Antimicrobienne et Huile végétale (Mezni, et al. 2015)
antivirale Fruits - .
Extrait phénolique (Mezni, et al. 2015)
Mastic liquide Extrait aqueux de mastic (Sakagami, et al. 2009)
Antifongique Feuilles Huile essentielle (Ismail, et al. 2013)
Feuilles Extraits aqueux, chloroforme, ethyl acetate et|  (Kharchoufa, et al. 2018)

méthanol
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Antiinflammatoire

Fruits

Huile végétale

(Khedir, et al. 2017)

Extrait hydro-alcoolique

(Remila, et al. 2015)

Maladies

Cardiovascular

Feuilles , fruits.

Huile végétale

(Kharchoufa, et al. 2018)

Huile végétale

(Kharchoufa, et al. 2018), (Chaabani 2019)

Fruits
Extrait éthanolique, fractions aqueuse et (Kharchoufa, et al. 2018), (Chaabani 2019)
Antidiabétique .
organique
Feuilles Extrait éthanolique, fractions aqueuse et (Chaabani 2019)
organique
Anticancéreuse Feuilles Extrait hydro-alcoolique (Remila, et al. 2015)
Hépatoprotectrice Feuilles Extrait éthanoique, fractions aqueuse et (Mehenni et Atmani-Kilani 2016)
organique
Anticholinestérasique Feuilles Extrait aqueux (Chaabani 2019)
- . . . (Chaabani 2019)
Insecticide Feuilles Huile essentielle
. . (Chaabani 2019)
Huile essentielle
Antimutagene Feuilles Extrait aqueux (Hayder et Ammar 2005)
Extrait enrichi en flavonoides (Hayder et Ammar 2005)
Anti-ulcere Fruits Huile végétale (Kharchoufa, et al. 2018)
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Il. Approches d’évaluation de la variabilité génétique des ressources phyto-génétiques :

La diversité genétique est une composante essentielle de la biodiversité. Elle décrit la
variabilité¢ des geénes entre ou a I’intérieur des espéces et de leurs populations. L’intérét
actuel porté a la biodiversité montre a quel point il est nécessaire de veiller au maintien
d’une ressource génétique suffisamment large pour garantir 1’adaptation des organismes
face aux changements environnementaux directs (les exploitations forestieres et les
changements d’usage des terres par exemple) et indirects sur le long terme (changements

climatiques globaux) (Christophe et Fenzi 2011).

L’¢tude de la diversité génétique a différents niveaux hiérarchiques d’organisation peut
apporter une aide précieuse a la biologie des populations et a la biologie évolutive ; deux
disciplines importantes pour la biologie de la conservation. La diversité génétique est alors
devenue un outil primordial pour définir des buts, des méthodes et des priorités dans des

programmes de conservation (Stockwell 2003).

Le polymorphisme génétique est a la base de la diversité génétique, il correspond a des
variations de séquences d'/ADN au sein d'un groupe d’individus. Ces variations naturelles
sont dues a des mutations successives au cours de 1’évolution qui permettent de
caractériser la diversité génétique entre individus et populations (Christophe et Fenzi
2011).

En effet, Le polymorphisme est une caractéristique souvent étudiée en biologie. Que ce
soit pour différencier des populations d’organisme, déterminer les pathovars, cibler des
populations naturelles pour en apprécier les relations et donc les distances génétiques ou
déterminer 1’écotype. Les critéres utilisés peuvent étres phénotypiques, biochimiques

(capacité a utiliser un substrat, information d’une enzyme) ou moléculaire (Konaté et A.
2009).

1) Les marqueurs morphologiques :

Les caractéristiques phénotypiques constituent un outil incontournable dans la
classification et la taxonomie des micros et macros organismes et continue, a nos jours,
d’étre utilisée (Stuessy, 1990). IIs servent entre autre a repérer d’éventuelle contamination
ou encore d’étiquetage ultérieur. Les caracteres morphologiques sont tres importants et
révelent de la caractérisation généralement quantitative et ont un déterminisme. Ils sont

mono et polygeniques (Konaté et A. 2009). Pour le cas de 1’espéce pistacia lentiscus les
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marqueurs morphologiques ont été un outil principal utilisé par plusieurs études pour faire
la distinction entre les espéces du méme genre botanique comme c’est le cas de 1’étude
menée par Al-Saghir & Ibid. (2010) pour mieux faire disparaitre les confusions déja
présente au niveau de la classification botanique des différentes espéces du genre pistacha ;
il est aussi utilisé en Algérie. Cette étude vise a établir une analyse de la variabilité inter-
population de Pistacia lentiscus dans le but d’identifier et de mieux connaitre I’espece qui
reste méconnue en Algérie (Doghbage, et al. 2020), ainsi qu’un polymorphisme tres élevé
a ¢été révélé par ’analyse des parametres morphologiques sans différences significatifs
entre populations d’origines géographiques différents (Barazani, Dudai et Golan-Goldhirsh
2003).

2) Les marqueurs biochimiques :

Matiére séche, matiere organique, matiére minérale, teneur en matiére grasse totales et
protéines restent trés informatives du fait qu’elles constituent des produits de 1’information
génétique portée par I’ADN d’un individu. L’ADN, bien qu’il code pour un méme produit,
peut porter des variations (mutations) significatives d’un individu (ou d’un groupe).
L’utilisation de ces marqueurs est fréquente dans la recherche de génotypes notamment
résistants aux conditions de stress (RADIA 2010). Ces marqueurs, bien qu’ils soient co-
dominant, sont accusés d’une sous-estimation du polymorphisme réel, seule la partie
codante est détectable (RADIA 2010).

Les huiles essentielles du lentisque isolées a partir de parties aériennes par
hydrodistillation de plantes provenant de trois régions d’Algérie ont été étudiées par Doba
et al. (2006). Les principaux composants de I'huile étaient Longifoléne (16,4%), a-pinene
(19,0%). y-cadinéne (6,2%), transp-terpinéol (5,0%) et a-acorneol (4,6%) pour les huiles
d’Alger ; trans-B-terpinéol (15,6%), terpinen-4-ol (7,0%) et y-muurolene (5,7%) , trans-p-
terpinéol (13,1%), sabinéne (12,6%) et Ppineéne (6,5%) (Doba et al,. 2006). Au Maroc
Amhamdi et al., (2009) ont étudié la composition chimique de I'huile essentielle de Pistacia
lentisque, obtenue par hydrodistillation de feuilles provenant de I'Est du pays. 104
constituants ont pu étre détectés dans I'huile. Parmi ces éléments, environ 40 ont pu étre
identifiés et quantifiés. Les principaux composants de I'huile étaient : myrcéne (39,2%), le
limonéne (10,3) gurjunene (7.8), germacréne (4,3%), pinéne (2,9%), muurolene (2.9),
humuléne (2.6), epi bicyclosesquiphellandréne (2.5), a -pinéne (2,2) (Amhamdi et al.,
2009). En Gréce, Koutsoudaki et al., (2005) ont obtenu comme principaux constituants de
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I'huile essentielle de Pistacia lentiscus var. Chia : a -pinéne (63%), B -pinéne (3,3%), B —

myrcéne (25%), limonéne (1,5%), et p —caryophylléne .

Il en ressort que la plupart des huiles des feuilles sont caractérisées par la présence de
monoterpenes en tant que principal composant. Cependant plusieurs différences
qualitatives et quantitatives sont enregistrées en fonction des caractéristiques génétiques de
la plante et des facteurs environnementaux (géographie, température, durée du jour,
nutriments, etc.) qui peuvent influencer le chémotype de I'huile essentielle de Pistacia
lentiscus. Ces facteurs influent les voies de biosynthese de la plante et par conséquent les
caractéristiques des principaux composants et leur pourcentage (Amhamdi et al., 2009).

Les huiles essentielles obtenues a partir des fruits sont composées de 90 a 96%
d'hydrocarbures monoterpéniques et 3.2% de sesquiterpenes. Les fruits non mirs sont
constitués de 22% d’a-pinéne et 54% de B-myrceéne ; alors qu’a la maturité leurs huiles
essentielles sont constituées de 11% d’a-pinéne et 72% de B- myrcene (Boelens et
Jimenez, 1991). Le rendement en huile varie de 11,95% (fruits non mares) a 45,97% (fruits
trop mdrs) ; une différence liée & une augmentation progressive de la teneur en huile des
fruits de Pistacia lentiscus au cours du processus de maturation du fruit. (Mezni, et al.
2015).

Vu le faible niveau du polymorphisme révélé par les marqueurs biochimiques et
morphologiques et leur variabilité en fonction des conditions environnementales, il est
souvent nécessaire d’utiliser les marqueurs moléculaires pour compléter I’évaluation et

1’étiquetage des ressources génétiques.

3) Les marqueurs moléculaires

Un marqueur moléculaire est un locus polymorphe qui renseigne sur le génotype de
I’individu qui le porte. Les marqueurs moléculaires correspondent donc au polymorphisme
révélé au niveau de I’ADN (Sauvage, Bauchet et Causse 2016) Plus précisément, un
marqueur a ADN peut étre défini comme un fragment d’ADN qui révele les mutations
(délétion, insertion ou substitution) et détecte le polymorphisme entre différents génotypes
ou alleles d’un gene dans une séquence d’ADN donnée d’un pool génétique donné
(individus, populations...etc.) (Sauvage, Bauchet et Causse 2016) Ce polymorphisme est
détecté soit directement sur des séquences codantes ou non codantes de la molécule
d'’ADN, d'ou le nom de marqueurs moléculaire, ou indirectement sur les séquences de

certaines protéines qui revelent le polymorphisme des séquences d'ADN, a partir
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desquelles elles sont traduites (Ayadi 2013). Ainsi les marqueurs moléculaires sont
considérés comme une alternative pour le séquencage du génome tout entier, une technique
assez couteuse et dure et n’est réalisable que pour quelques espéces modeéles (RB Ayed
2017). L’utilisation des marqueurs moléculaires basés sur le polymorphisme de I’ADN
nucléaire est une approche qui présente différents avantages comparés aux marqueurs
morphologiques et protéiques ; indépendante des conditions environnementales, couvrent
le génome entier, indépendants de partie de la plante prélevée et de son stade de
développement (Konateé et A. 2009).

Ces marqueurs constitués des acides nucléiques sont utilisés il y a une vingtaine d’année
dans le domaine de la connaissance des génomes végétaux et leur application a
I’amélioration des plantes (Konaté et A. 2009). lls permettent a la fois un diagnostic
extrémement fin de la variabilité et la mise en place de stratégies trés rapides de création et
sélection variétale. Des nombreuses techniques de marquage moléculaire sont aujourd’hui
disponibles et peuvent étre regroupées en deux grandes catégories : les marqueurs de type
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) et les marqueurs basés sur la méthode
de PCR (Polymerase Chain Reaction) : RAPD, Microsatellites ou SSR, ISSR, AFLP ....
Le choix du systéme de marquage dépend de I’objectif précis fixé, des moyens et des

compétences disponibles au laboratoire (Najimi 2003).

I. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

La méthode RFLP basée sur 1’utilisation d’un couple de sonde et d'enzyme de restriction
pour montrer la variabilité des minisatellites entre les individus. Elle comprend plusieurs
étapes : I'extraction de I'ADN a partir de I'échantillon, la digestion de 'ADN en fragments
par les enzymes de restriction, la séparation des fragments d’ADN par électrophorese, la
séparation des deux brins de molécules qui seront fixés sur une membrane en nylon,
I'nybridation de la région suspectée avec une sonde marqueur, la visualisation de I'image
obtenue sur auto-radiogramme et l'interprétation des résultats (Grimaud, 1994).

Le polymorphisme détecté est di a des mutations au niveau des sites de restriction de
I’enzyme (polymorphisme de sites de restriction) et/ou a des délétions/insertions d’un
fragment d’ADN au voisinage de la zone génomique reconnue par la sonde. Bien que cette
technique soit co-dominante et permette une analyse génétique complete, elle est lente et
laborieuse. Les étapes de transfert et d’hybridation empéchent une automatisation du

travail (Najimi 2003).
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ii. RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

Le polymorphisme d’ADN amplifié au hasard ou RAPD est produit par la technique PCR
utilisant d’ADN génomique, d’une amorce aléatoire courte d’environ 10 nucléotides et
d’enzyme Taq polymérase (Konaté et A. 2009). Il permet de révéler simultanément une
dizaine & une centaine de loci correspondants a des bandes d’amplification qui peuvent étre
présentes ou absentes chez un individu. Le profil obtenu par une amorce RAPD se présente
sous forme d’empreinte génétique (RB Ayed 2017). Les fragments générés en nombre
quasiment illimité, sont répartis dans tout le génome, non speécifiques de locus et
dominants qui ne peuvent pas donc mettre en évidence 1’état hétérozygote. Le
polymorphisme observé se traduit par la présence ou 1’absence de bandes chez les
différents génotypes (Konaté et al. 2009). Les variations de séquences nucléotidiques entre
les génomes, révélees par ces marqueurs, sont le résultat d’une modification (mutation ou

insertion) au niveau de site de fixation de ’amorce (Konaté et al. 2009).

Pour le cas de notre espece vedette pistacia lenticus, un total de 703 alleles a été
enregistré avec une moyenne de 14 alleles par amorce par 50 marqueurs RAPD. Les
résultats des parametres de diversité génétique ont indiqué que les valeurs les plus élevées
et les plus faibles de MAF ont été enregistrées respectivement a 0,75 et 0,083.

iii. AFLP (Amplified fragment length polymorphism)

La technique AFLP ou polymorphisme de taille des fragments d’ADN amplifiés, dotée
du pouvoir discriminant et révélateur de la diversité génétique, a été développée par (\VVos
etal. 1992).

Elle est basée sur I’amplification sélective des fragments de restriction. Elle comporte
trois étapes :

(1) L’ADN génomique est clivé par deux enzymes de restriction, puis des adaptateurs de
séquences connues et spécifiques des enzymes de restriction utilisées sont ajoutés aux
extrémités des fragments.

(2) L’amplification sélective des fragments de restriction : une premiere amplification,
dite pré-amplification est réalisée a 1’aide d’amorces de séquences complémentaires a la
séquence des adaptateurs et des sites de restriction, la deuxieme amplification, dite
sélective, utilise des amorces identiques aux premicres mais prolongées a 1’extrémité 3’ de
1 a trois nucléotides ; ces amorces sélectives permettent de réduire le nombre de fragments

amplifiés a une centaine.
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(3) L’analyse des fragments amplifiés par électrophorése sur gel de polyacrylamide
(Benslimane, 2016)

AFLP est une technique puissante, stable et rapide, elle permet de visualiser les fragments
de restriction par PCR sans une préalable connaissance de la sequence des nucléotides.
Ainsi elle permet une co-amplification spécifique d’un grand nombre des fragments de
restriction (Vos et al.1992).

iv. SNP (Single Nucleotide Polymorphism)

Les marqueurs SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) sont basés sur des changements
ponctuels d’une base dans une séquence donnée. Ces marqueurs sont généralement bi-
alléliques et permettent d’appréhender des variations de génes impliqués dans le contrdle
de caractéres d’intérét (RB Ayed, 2017).

La détection des SNPs nécessite tout d’abord une amplification PCR sur différents
génotypes, puis la révélation d’'un SNP est effectuée par séquengage direct, extension
d’amorces, RFLP etc... Toutefois la technique la plus simple et la moins cotiteuse reste la
PCR-RFLP. C'est-a-dire une amplification PCR de la région contenant ce SNP suivie
d’une digestion enzymatique et séparation de fragments sur gel d’agarose. Cependant
d’autres techniques de séquengage permettent de tester un grand nombre de SNPs a la fois

et sont facilement automatisables (RB Ayed, 2017).

V. SSR ou Microsatellites (Simples Sequence Repeats)

IIs sont constitués de séquences de di-, tri- ou tétra-nucléotides répétés en tandem Les
plus courantes sont (A)n, (AT)n, (GA)n, (GT)n, (TAT)n, (GATA)n, (Santoni et al. 2000).
Outre leur distribution sur I'ensemble du génome, l'intérét en génétique des microsatellites
réside dans leur polymorphisme extrémement élevé sous forme de nombre des unités de
répétition qui constituent la séquence microsatellite. Les crossing-over asymétriques
peuvent étre une des origines de ce fort polymorphisme des microsatellites, mais ils sont
trés peu présents dans les séquences codantes (Kijas et al. 1994). Les séquences flanquant
ces éléments répétés, sont conservés et permettent de définir les amorces qui seront
utilisées pour I’amplification PCR. L’analyse des produits amplifiés s’effectue sur gel
d’acrylamide. C’est la paire d’amorces spécifiques des bordures droite et gauche du
microsatellite qui constitue le marqueur. Si les SSR constituent de bons marqueurs
moléculaires (reproductibles, co-dominants et aisés d’utilisation), leur caractérisation
initiale est toutefois assez lourde. En effet, leur production doit passer d’abord par le

clonage et le séquencage de ces éléments répétés (Ayadi, 2013). Une étude a été fait par
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Abuduli sur 24 génotype du pistacia lentiscus en utilisant 7 marqueurs SSR d’origine
turque, a révélée I’expression de 40 alleles ont été enregistrés dans tous les génotypes et
une moyenne de 5,7 alleles par primer (Abuduli et al., 2016). Les résultats ont indiqué que
les valeurs les plus basses de la frequence des alléles majeurs (MAF) ont été enregistrées
comme 0,458 et 0,208, respectivement. Les valeurs les plus élevées et les plus basses de
diversité génétique ont été enregistrées a 0,843 et 0,714, respectivement. La valeur PIC la
plus basse a eté enregistrée a 0,672, tandis que le la valeur PIC la plus élevée était de
0,823. Les valeurs moyennes de 7 marqueurs SSR pour MAF, gene la diversité et les
valeurs PIC étaient respectivement de 0,452, 0,656 et 0,628.

Vi. ISSR ou Inter-microsatellites (Inter simple sequence repeat)

Cette technique, principalement développée par Zietkiewicz et al. (1994), est basée sur
I’amplification par PCR des régions entre les microsatellites. On retrouve plusieurs autres
appellations pour cette technique : I-SSR PCR (Inter Simple Sequence Repeat PCR), IMA
(Inter Microsatellite Amplification), IRA (Inter-RepeatAmplification) et ISA (Inter-SSR
Amplification) (Dubé, 2009). Les marqueurs ISSR, liés aux séquences simples répétées
(SSRs) dans le génome, sont basés sur le polymorphisme de taille de 200 a 2500 pb le long
de ces espaces inter-microsatellites amplifiables par une seule amorce PCR (Zietkiewicz E.
1994). En générale, les locus microsatellites sont régulierement distribués en grand nombre
a travers le génome d’eucaryote. On utilise une amorce constituée d’une séquence de
microsatellites et parfois d’une partie arbitraire (amorces ancrées, en 5’ ou en 3°). Par la
suite, en effectuant une simple PCR, il y aura amplification de fragments flanqués de
microsatellites. Les ISSR sont donc des marqueurs non spécifiques de locus, de type
dominant. Contrairement a 1’utilisation d’amorces spécifiques des régions flanquant les
microsatellites, il n’est pas nécessaire de connaitre ici la séquence étudiée (Dubé, 2009).
Cette technique permet d’amplifier un grand nombre de fragments d’ADN par réaction, et
est supérieure aux marqueurs RAPD en terme de détection de polymorphismes et de
reproductibilité (Zietkiewicz E. 1994). Un total de 929 alléles a été enregistré avec une
moyenne de 18 alleles par amorce avec 50 marqueurs ISSR. Les résultats de l'analyse de la
diversité ont indiqué que la valeur la plus élevée du CRG a été enregistré comme 0,75 et la
valeur la plus basse a été enregistrée comme 0,042. Le plus haut et les valeurs les plus
faibles de diversité génétique ont été enregistrées a 0,958 et 0,427, respectivement. La
valeur PIC la plus basse enregistrée a 0,415, tandis que la valeur la plus élevée des valeurs
PIC était 0,958. Les valeurs moyennes de 50 marqueurs ISSR pour la fréquence des alléles
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majeurs, géne la diversité et les valeurs PIC étaient de 0,173, 0,896 et 0,887,

respectivement.
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I.  Etude de la variabilité morpho-pomologique de Pistacia lentiscus :

1) Matériel végétal et populations étudiées (Pistacia lentisque L) :

Onze populations spontanées du lentisque (L), provenant de 11 zones différents au Maroc
ont été étudiées (Figure 4). Le tableau 4 résume les caractéristiques géographiques et
écologiques des différentes stations. L’échantillonnage du matériel végétal a été effectue
du 22 au 27 décembre 2015 dans les station suivantes : beni mellal, issekssi, wawizeghte,
ben el ouidan, azilal, ouzoud, ait atab, midelt, zaida, boumia, el kbaba, ait yahia oussad,
m’rirt, 5 arbres par station ont été échantillonnés aléatoirement avec 20 fruits et 20 feuilles
par arbre. Les fruits matures et les feuilles développées collectés ont été conservés a une

température de -20°C jusqu’a leur utilisation.

Figure 3 Répartition géographique de différentes stations d’échantillonnage du pistachier lentisque au Maroc
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Tableau 3 Situation géographique et climatique des onze population

Station Abbreviations Zone Altitude (m) La:;ﬂge Lorcl)%i;gtd € Préﬁﬂ“}‘gﬂns Tempérg’;}t;]rjerlllwé)yenne
Tighssaline | TGl Moyen Atlas 1344 m 32°76 5°63 635 mm 16,1 °C
M rirt MR Moyen Atlas 1111m 33°19 5°54 717 mm 14,7 °C
Lkbab L Moyen Atlas 1401 m 32711 551 616 mm 14,1 °C
Ayt yahya oussad A Moyen Atlas 1451m 32768 5754 620 mm 13,3°C
Tighssaline Il TGlII Moyen Atlas 1245 m 32776 5765 635 mm 16,1 °C
Modj M Haute Atlas 1200 m 32730 6°30 594 mm 14,7 °C
Isseksi I Haute Atlas 1427 m 32722 6°27 594 mm 14,7 °C
Azilal AZ Haute Atlas 1354 m 32701 6756 563 mm 15,7 °C
Tifrdine T Haute Atlas 805 m 32732 6°32 493 mm 18,3°C
Bin el ouidane BO Haute Atlas 866 m 32°10 6%46 490 mm 17,6 °C
Imiouddare IM Littorale 298m 30759 74 290,6 mm 18,3°C
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2) Traits morphologiques et pomologiques considérés :
i.  Traits morphologiques :

La caractérisation morphologique concerne 14 traits morphologiques : Longueurs et
largeurs de la feuille (Figure 6), longueurs et largeurs de la foliole terminale (figure5),
nombre de folioles, taille de foliole terminale, forme de la base et de I’apex de la foliole
terminale, absence ou présence de la foliole terminale, Marge des folioles, forme de la
foliole terminale, Rapport de la longueur sur la largeur de foliole terminale et Rapport

longueur sur la largeur de la feuille (IPGRI,1997).

-

longeur

longueur

) [argeur
Figure 5 Longueur, largeur des feuilles, Longueur et largeur de la foliole terminale

1 2 3 4 5

Figure 4 Forme de la foliole terminale

bt se

Figure 6 Forme ['apex de la foliole terminale
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1 2 3 4

Figure 7 Forme de la base de la foliole terminale

3) Traits pomologique

10 traits pomologiques se rapportant au fruit ont été analysés pour la caractérisation pomologique
a savoir : longueur et largeur du fruit (Figure 9), poids des 20 fruits, Epaisseur de 1’enveloppe,
Longueur et largeur de I’amende (IPIGRI 1997), Couleur du fruit, rapport de la longueur sur la

largeur du fruit, rapport de la longueur sur la largeur de I’amende et la Forme du fruit (Figure 10)
(IPGRI, 1997).

Figure 9 Forme du fruit
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Tableau 4 Notations des caractéres qualitatifs

Caractére 1 2 3 4 5
Formes de la foliole terminale Lancéolée Elliptique Ovale Rand Ovale arrondie
Forme de I’apex de la foliole terminale Acuminée Mucroné Mucronulé Obtus Rétus
Formes du fruit Lancéolée Elliptique Ovale arrondie Cordiforme
Couleur du fruit Rouge claire Rouge Rouge fonce Noire
Forme de la base de la foliole atténuée Obtuse Tronguée Oblique

terminale
Taille de foliole terminale par rapport Inférieur Semblable Supérieur

aux autres folioles
Couleur de la feuille Vert claire Vert Vert fonce
Absence ou présences de la foliole Absent Présent

terminale
Bord des folioles Plat Ondule
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Afin d’analyser statistiquement les caractéres qualitatifs considérés, ils ont été notés par

des chiffre pour les rendre quantitatifs.

4) Analyse des données :

Les données morphologiques et pomologiques ont été soumises a une analyse de la
variance ANOVA a trois facteurs (population, arbre et fruit ou feuille) selon le modéle
linéaire générale (GLM) yi= Population + Arbre + Répétition + erreur. Elle a pour but de
comparer les moyennes des caractéres considérés pour plusieurs populations, supposées
normales et de méme variance. Le test de la plus petite différence significative (PPDS) a
servi pour distinguer les groupes de population pour chaque variable (caractere).
L’association entre les caractéres a été recherchée par les coefficients de corrélation de
Pearson. Les données ont été considérées significatives a p<0.05. Ces analyses statistiques

ont éte faites par le programme Statistecal Analysis Systeme (SAS, 1996).

La structure globale de la variabilité morpho-pomologique des populations a été décrite
par I’analyse en composantes principales (ACP). L’analyse a été faite par le logiciel
XLSTAT version 2016. En outre, une classification hiérarchique ascendante, selon la
méthode d’agrégation UPGMA (Unweighted Pair Group-Method with Arithmetical
Average) et la distance euclidienne comme distance génétique a été realisee par le logiciel
STATISTICA (STATISTICA, 1997) et dont le résultat est un Dendrogramme.

Il.  Résultats de I’étude de la variabilité morpho-pomologique de Pistacia lentiscus :

1) Analyses de la variance :

Les résultats de I’analyse de la variance a trois facteurs, réalisée sur les 24 critéres
morpho-pomologiques sont présentés dans le tableau 6. Cette analyse montre des
différences hautement significatives entre les populations pour I’ensemble des caractéres
étudiés, a I'exception de la largeur de I’amande (WA ; F=1,56), le nombre de folioles (N ;
F=1,09) et la taille de la foliole terminale (TFT ; F=0,93). De meme les resultats obtenus
montre que la foliole terminale n’est observée que chez certaines feuilles avec un
pourcentage de 20% par arbre. Ces résultats concordent avec ceux établies par Barazani et
al., (2003), qui a mené une comparaison entre les genotypes de Pistacia lentiscus dans le
bassin mediterranéen et qui a démontré 1’existance d’une variablilité entre les provenances
de Pistacia lentisque, la foliole terminale n’existe que chez quelques feuilles et que le
nombre de foliles et similaire entre les populations etudiées. Ainsi qu’entre arbres. Les

resultats ANOVA montre que qu’il y a une variabilit¢é morpho-pomologique intra et
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interspopulation tres importante entre les 11 populations. D’autre part, on trouve que cette
variabilité n’est pas influencée par I'origine géographique.ce resultat est en accord avec les
resultas obtenus par Barazani (2003), qui ont montrée que la diversité des caratéres
morphologiques et biochimiques des génotypes de lentisques dans le bassin mediterianée,

et independeante de leur origine géographique.

2) Comparaison des moyennes :

Les valeurs moyennes des caractéres morpho-pomologiques mesurées chez les 11
populations, I'écart type, le coefficient de variation, ainsi que la comparaison multiple des
moyennes par le test de LSD au seuil de signification 5% sont présentées dans le tableau 7.
Tous les caractéres ont montré de grandes différences entre les 11 populations, inculpant
des niveaux élevés de variation morphologique et pomologique. Ceci a été renforcé par des
valeurs élevées de coefficient de variation (CV) obtenue pour la majorité des caractéres
examinés. D'une maniére générale, les traits morphologiques relatifs a appareil vegetatifs
étaient les plus variables. En fait, avec un CV de 23,98%, la longueur de la feuille montre
une variation importante. Elle varie de 5,46 cm pour Lkbab a 7,80 cm pour M’rirt, avec
une moyenne globale de 6,53 cm, de meme la largeur de la feuille (C\VV=23,18) varie de
3,74 cm pour Lkbab a 5,16 Tifrdine avec une moyenne de 4,50 cm. Ces résultats divergent
avec celle de Mohannad et Duncan en (2012) qui ont trouvé que la longueur des feuilles
varie de 2 a 7,5 cm et la largeur entre 3,40 a 10 cm. La réduction de la taille des feuilles est
corrélée avec la réduction de la transpiration, plus I’aridité augmente et plus la taille de la
feuille diminue (Fahn.A 1967). Selon Baroni et al. (2004), les petites feuilles ont tendance
a étre plus abondantes sur les hauts plateaux et autres endroits froids. En effet, dans notre
étude, les feuilles les plus petites ont été reportées au niveau des stations les plus en
hauteur (Lk, 1401 ; AO 1451). Pour la longueur de la foliole terminale (CV=28,20%) elle
varie de 1,81 cm pour Lkbab a 2,37 cm pour Tifrdine avec une moyenne de 2,16 cm, de
meme aussi une variation entre les populations dans la couleur des feuilles a été egalement
observée (CV =25,35%. Selon Belhadj et al (2008) la couleur de la feuille peut varier sous
I’influence de certains phénoménes éco-physiologiques en relation avec les pigment
chlorophylliens. D’une part, les teneurs en chlorophylle tendent a varier en fonction de la
disponibilit¢ de 1’eau, car le stress hydrique peut causer une oxydation des pigments
chlorophylliens provoquant une couleur verte claire des feuilles. Concernant les
caracteres pomologiques ; la variation la plus élevée est notée au niveau de 1’épaisseur de

I’enveloppe avec un coefficient de variation de 49,64%, la valeur la plus élevée est

43



enregistrée chez les populations de Bin EI Ouidane, Azilal et Imi Ouddare avec 0,72 mm et
la plus petite appartenait & la population de Tighassaline 2 (0,20 mm) avec une moyenne
de 0,52 mm, une variation signification est enregistrée aussi au niveau du poids du fruit
(CVv=30,15%) qui varie entre 0,47 g chez Issekssi a 0,84 g pour Imi Ouddare avec une
moyenne de 0,63 g.

Les résultats de cette comparaison nous ont permis aussi de mettre en évidence un
nombre de groupes de populations qui varie d’un seul groupe pour les caractéres APFT et
TFT a 10 groupes pour le caractere CFR. Le classement des populations change avec les
caracteres considérés. Cependant, des constatations peuvent étres ressorties: les
populations M’rirt et Bin El Ouidane se sont montrées plus performantes pour les
caractéres de la production végétative (LF, WFE et N). Alors que les populations
Tighassaline 1, Bin El Ouidane et Tifrdine se sont montrées supérieures pour les caracteres
du fruit (LFR, WF, EE). On note que la population de Lkbab est la plus défavorisée pour la
plupart des caracteres étudiés.
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Tableau 5 L analyse de la variance a trois facteurs

Variables Source de ddl Carré F Probabilité
variation Moyennes observé
LFR Population 10 3.66 15.52 0.0001
Arbre 9 1.83 7.75 0.0001
Fruit 19 0.49 2.10 0.0043
WF Population 10 11.63 51.19 0.0001
Arbre 9 0.59 2.61 0.0059
Fruit 19 0.38 1.68 0.0361
EE Population 10 2.08 7.50 0.0001
Arbre 9 1.14 411 0.0001
Fruit 19 56.64 204.30 0.0001
WA Population 10 0.34 1.56 0.1135
Arbre 9 0.52 2.42 0.0105
Fruit 19 55.13 254.39 0.0001
PF Population 10 5.81 9.26 0.0001
Arbre 9 0.34 0.54 0.8424
Fruit 19 3.53 5.63 0.0001
LA Population 10 5.22 8.34 0.0001
Arbre 9 2.74 4.38 0.0001
Fruit 19 17.73 28.30 0.0001
CFR Population 10 13.07 15.78 0.0001
Arbre 9 1.99 2.41 0.0109
Fruit 19 24.50 29.57 0.0001
RF Population 10 0.82 15.87 0.0001
Arbre 9 0.10 2.05 0.0322
Fruit 19 0.10 2.04 0.0060
RA Population 10 6.67 7.58 0.0001
Arbre 9 0.88 1.00 0.4387
Fruit 19 4.46 5.08 0.0001
FFR Population 10 1.19 6.38 0.0001
Arbre 9 0.14 0.78 0.6387
Fruit 19 0.01 0.08 0.9258
LF Population 10 18.15 9.78 0.0001
Arbre 9 12.89 6.95 0.0001
Fruit 19 451 2.43 0.0006
WFE Population 10 8.78 10.18 0.0001
Arbre 9 4.13 4.80 0.0001
Fruit 19 1.82 2.11 0.0039
N Population 10 3.38 1.09 0.3700
Arbre 9 15.24 4.90 0.0001
Fruit 19 3.53 1.13 0.3115
LFT Population 10 1.53 2.36 0.0096
Arbre 9 0.49 0.72 0.6933
Fruit 19 0.48 1.39 0.1228
WFT Population 10 2.13 2.36 0.0096
Arbre 9 0.65 0.72 0.6933
Fruit 19 1.26 1.39 0.1228
FFT Population 10 1.48 1.62 0.0967
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Arbre 9 0.64 0.70 0.7057

Fruit 19 0.75 0.82 0.6792
MF Population 10 0.19 1.71 0.0755
Arbre 9 0.27 251 0.0078
Fruit 19 0.12 1.08 0.3710
APFT Population 10 0.43 0.45 0.9239
Arbre 9 139.18 145.02 0.0001
Fruit 19 1.68 1.75 0.0245
TFT Population 10 20.56 0.93 0.5031
Arbre 9 19.97 0.91 0.5201
Fruit 19 622.94 28.23 0.0001
FBFT Population 10 26.77 5.32 0.0001
Arbre 9 15.90 3.16 0.0010
Fruit 19 10.83 2.15 0.0031
RF Population 10 7.38 4.39 0.0001
Arbre 9 1.40 0.84 0.5838
Fruit 19 1.01 0.60 0.9085
FAFT Population 10 9.73 7.49 0.0001
Arbre 9 2.49 1.91 0.0476
Fruit 19 2.32 1.79 0.0209
RFT Population 10 7.65 1.25 0.2587
Arbre 9 15.39 2.51 0.0080
Fruit 19 8.87 1.44 0.0996
CF Population 10 4.68 13.22 0.0001
Arbre 9 0.71 2.01 0.0352
Fruit 19 0.24 0.69 0.8335

APFT : Absences ou présence de foliole terminale ,CF : Couleur de la feuille ,CFR : Couleur du
fruit ,EE : Epaisseur de I'enveloppe ,FFR : Forme du fruit , FFT : Forme de foliole terminale , FAFT :
Forme de l'apex de la foliole terminale , FBFT : Forme de la base de la foliole terminale , LA
Longueur de I'amende, LF : Longueur de la feuille, LFR : Longue du fruit ,LFT : Longueur de foliole
terminale ,N : Nombre de folioles , PF : Poids des 10 fruits, RF : Rapport longueur / largeur du
fruit , RA : Rapport longueur / largeur du amende ,RFT : Rapport largeur / longueur de foliole
terminale, RF  : Rapport largeur / longueur la feuille, TFT : Taille de foliole terminale par
rapporte autre ,WA : Largueur de I'amende, WF : Largeur du fruit ,WFE : Largeur de la feuille,
WFT : Largeur de foliole terminale
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Tableau 6 Résultat de la statistige descriptive des caractéres mesurés chez 11 populations de Pistacia lentisque

M'rirt | Tighssaline 1 te Yahia Oussaade Lkbab Tighssaline 2 Issekssi | Bin El Ouidane Azilal Modj Tifrdine Imi Ouddare I\/on CV
LFR 5,04+0,03c | 5,28+0,04e | 5,11+0,06cd | 4,57+0,07a |5,14+0.06cde | 4,60+0,02ab 5,26+0,04de |4,73+0,03b 4,69+0,01ab ,24+0,07cde | 5,01+0,03c 4,97 | 11,56
WF 5,00+0,04d |5,00+0,05d | 4,32+0,05a | 4,29+0,04a | 4,56+0.06b | 4,83+0,04c | 5,59+0,06f |5,16+0,04e | 4,62+0,06b | 5,22+0,05e  5,73+0,03g (4,94 | 13,31
PF 0,66+0,02d |0,77+0,02d | 0,48+0,01ab D,50+0,00ab | 0,63+0.01b | 0,47+0,0l1a | 0,81+0,02d |0,61+0,01b |0,49+0,01ab | 0,65+0,00c  0,84+0,01d |0,63 | 30,15
EE 0,53+0,01e | 0,60+0,02e | 0,42+0,02c | 0,22+0,01b | 0,20+0.0l1a | 0,39+0,01b | 0,72+0,03f | 0,72+0,02f | 0,52+0,01d | 0,66+0,04c ' 0,72+0,01d |0,52 | 49,64
LA 4,32+0,03e | 4,38+0,04f | 4,45+0,05h | 3,91+0,05a | 4,44+0.05h | 3,90+0,02a | 4,35+0,03f |3,92+0,03b | 4,05+0,02c | 4,41+0,069 | 4,15+0,02d 4,21 11,62
CFR 1,85+0,03c ?2,53+0,06gh | 2,19+0,09de | 2,12+0,07d | 2,21+0.06e | 2,12+0,08c | 2,33+0,11f |3,09+0,11h | 2,40+0,08g | 1,57+0,16a 1,72+0,05b (2,19 | 40,98
WA 4,67+0,06a |4,70+0,05a | 4,01+0,04a | 3,66+0,08a | 4,04+0.08a| 4,49+0,04a | 5,23+0,05a |4,70+0,04a | 4,30+0,09a | 4,87+0,05a | 5,23+0,02a 4,54 | 15,52
RF 1,02+0,04d |1,06+0,01d | 1,19+0,01e | 1,07+0,01e | 1,15+0.02e = 0,96+0,01b D,95+0,01ab ),92+0,01ab | 1,01+0,06d | 1,01+0,01c | 0,87+£0,00a 1,02 | 14,23
RA 0,94+0,01c 0,94+0,01c | 1,11+0,01d | 1,12+0,03d | 1,15+0.03d | 0,87+0,0l1a 0,84+0,01a |0,84+0,01a | 0,94+0,01c | 0,91+0,01b | 0,79+0,00a 0,95 | 20,67
FFR 1,14+0,03abc |22+0,04abc | 1,78+0,05b 1,59+0,05bc | 1,78+0.09d | 1,03+0,02a 09+0,03bcd L,01+0,01bc |,25+0,01bcd | 1,07+0,05e | 1,00+0,00e (1,27 | 39,23
LF 7,804£0,12e 6,95+0,19d | 5,88+0,11ab | 5,46+0,14a | 6,03+0,13bc | 6,44+0,13c | 7,27+0,13d |6,57+0,14c | 6,52+0,13c | 6,95+0,12d 5,91+0,13bc |6,53 | 23,98
WFE 4,95+0,07f 4,84+0,14ef | 4,40+0,07cd | 3,74+0,11a | 4,01+0,08ab 4,32+0,07bcd 4,91+0,09¢ef #,41+0,09cd 4,57+0,10de | 5,16+0,12f 4,14+0,09bc 4,50 | 23,18
N 8,71+0,33a 8,17+£0,15b | 7,74+0,17a |7,79+£0,18b | 7,87+0,19b | 7,75+0,16b  8,20+0,15b |8,29+0,18b | 7,74+0,16b | 8,10+0,14b | 8,10+0,16b |8,04 | 22,20
LFT 2,24+0,05d | 2,36+0,06¢ | 2,18+0,05bc | 1,81+0,05a | 2,01+0,06ab | 1,97+0,05ab | 2,18+0,05c | 2,26+0,06e | 2,22+0,07c | 2,37+0,07e 2,15+0,06ab 2,16 = 28,20
WFT 0,80+0,06d ),72+0,02bd | 0,75+0,03de ,66+0,02abc | 0,63+0,03ab | 0,72+0,02de D,77+0,03de ),67+0,02bc |0,65+0,02ab | 0,70+0,03b | 0,52+0,02a |0,69 | 53,93
FFT 2,20+0,04a 3,08+0,11b | 3,00+0,11b |2,24+0,13b | 3,12+0,10b| 3,32+0,10b |3,22+0,10b |2,75+£0,10b | 3,27+0,10b | 3,09+0,10b | 2,60+0,09b (2,90 | 37,00
MF 1,21+0,03b |1,35+0,05d | 1,21+0,04c | 1,08+0,03a | 1,29+0,05cd | 1,29+0,05cd | 1,55+0,05d |1,31+0,05d | 1,51+0,05d | 1,41+0,05d | 1,00+0,00a 1,29 | 35,14
CF 2,42+0,05bc ?2,53+0,06¢cd | 2,31+0,08b 2,39+0,06bc | 2,57+0,05d | 2,09+0,07a 43+0,06bcd ?2,37+0,06bc ,43+0,07bcd | 2,85+0,04e | 2,80+0,04e |2,47 | 25,35
APFT 1,18+0,03a | 1,36+0,05a | 1,25+0,04a | 1,39+0,05a | 1,26+0,04a | 1,24+0,04a | 1,31+0,05a |1,32+0,05a | 1,22+0,04a | 1,22+0,04a | 1,20+0,04a (1,27 | 34,83
TFT 1,80+0,03a |1,67+0,06a | 1,80+0,05a 1,71+0,05a| 1,64+0,05a| 1,80+0,05a |1,58+0,05a 1,94+0,04a | 1,86+0,05a | 1,64+0,05a |1,85+0,04a 1,75 27,55
FBFT 1,09+0,04a |69+0,15cde | 1,60+0,10b 2,25+0,15bc | 2,08+0,13b | 2,60+0,14cd | 2,96+0,14c 2,84+0,14ce [2,27£0,12cd | 3,14+0,13c 2,55+0,15¢cd (2,37 | 59,82
FAFT | 3,3740,09bc 38+0,011cd | 3,40+0,15a | 3,43+£0,10e | 3,08+0,14e | 4,00+0,08e |3,19+0,14d |2,81+0,13e [3,55+0,12bc | 3,18+0,15a 2,95+0,14ab 3,30 | 38,58
RFT 3,46+0,07a | 3,35+0,05a | 3,06+0,07a | 2,83+0,06a | 3,50+0,11a| 2,77+0,06a | 3,05+0,08a |3,44+0,06a | 3,50+0,06a | 3,59+0,09a | 4,26+0,07a |3,35| 24,61
RF 1,59+0,02¢ 1,46+0,02cd | 1,36+0,03a | 1,50+0,03e | 1,52+0,03e | 1,50+0,02e |1,50+0,02d | 1,51+0,03e [1,45+0,02bc | 1,38+0,02a 1,44+0,02ab |1,48 18,60
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3) Association entre caracteres :

L’association des caractéres mesurés pris deux a deux peut étre appréciée a travers leur
coefficient de corrélation dont la signification indique 1’existence de la relation et la valeur
refléte ’intensité de cette relation. Les résultats de la corrélation, entre les vingt-quatre
traits mesurés chez les onze populations étudiées sont présentés dans le tableau 8. Plusieurs
caractéres pomologiques sont fortement liés entre eux, 1’epaisseur de 1’envoloppe du fruit
sont aussi corrélés positivement avec la couleur du fruit et la forme du fruit (r=0,78***et
r=0,79***), la longueur et la largeur de 1’amende sont significativement corrélées
négativement a 1’épaisseur de D’enveloppe (r= -0,66***), (r= -90***). Au niveau
morphologique 1’absence /presence du foliole terminal et négativement corrélée a la taille
du foliole terminal (r=-0,75***), aussi la taille de la foliole terminale et moynent corrélée
négativement avec la longueur de la foliole terminale (r= -0,82***). On note aussi
I’existence d’une corrélation entre les traits morphologiques et les traits pomologiques, la
largeur de ’amande du fruit avec la forme du loliole terminale est fortement corrélé
positivement (r=0,92**%*) et la longueur de la feuille et négativement corrélée a I’épaisseur

de I’enveloppe (r= -0,62***) (Tableau.8).
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Tableau 8 correlation entre les caractéres morpho-pomologique mesurés chez les populations de Pistacia Lentisque

LFR WF PF EE LA CFR WA |RF RA FFR  LF FE N LFT  WFT FFT MF CF |APFT  TFT  FBFT [FAFT RFT
WF | 0.40%%*
PF | 0.24%* | 059%*
EE | 013** | 003 -0.17%%*
LA | 010 | 001 0.31%** [0.66%**
CFR | 0.14%%* | 040%** | 0.12** (0.78*** [0,53***
WA | 0.16** | 0.10* 0.20%** [0.90%** 0.67*** 0.78***
RF | 020%** [057*** | -0.39%* [005 008  -0.49* [0.16%**
RA | 0.16%** | -0.44% | .0.40%** [031*** [0.10* -0.01 -0.22%** 0.46%**
FFR | 0.03 0.03 20,05  0.79%%* [0.56%% 0.71%%*  [0,80%** [0.20%** 0.13**
LF | 0.16% | 0.18%%* | 027%** [0.62*** 0.46*** [044*** [068*** [0.03  0.28%** -0.31***
WFE| 0.07 0.08 2001 0.62°%% [0.38%%* 054%** 057 [0,15%%* 0,155 [0,67%%* [0,32%%*
N | -0.01 -0.02 0001 002 003 -0.03 001 001 003 002 001 l001
LFT | 0.06 0.04 20,03 0500 [0.34%% 041%**  [0.46%* [0.07  0.14% 0,42 [0.26%**0.34** [0.08
WFT| 0.13** | 0.24%** | 021** (0.09* [0.04 [0.16** [0.06  [0.14** [0.11** [0.09* 0.02 [0.09* [0.01 0.52%**
FFT | 0.13%* | 0.15%** | 0.28%* [0.87%** 0.65%** [0.70°** 092%** (009*  [0.28%** |-0.74*** 064*** [053*** 002 -0.60*** 0.005
MF | 0.09 0.02 0.15%%% 0.94%%% [0.63*%* 0.76%**  0.89%** [0.10% 0.26*** [0.78*** [0.61***0.59*** 0,001 0.34*** [0.06 -0.82%*
CF | 005 0.05 0.07 006 0.17%* 0.01 005 005 003 003 003 1004 005 L057%** [059%** [0.12%*  [.11%*
APF
o | oo 0.20%** | 019*** 001 001  0.09* 004  [0.A7** [011* 001  0.09% 005  [0.08 0.78%* 056%** |0.14**  L0.16***  [0.66**%
TFT | 0.27%** | 0.05 0.04 -0.22%%% 0.19%%% [0.19%** 0.27** 008  -0.06  -0.20%** 0.17°%* [0.16*** 0.07 [0.82*** [0.31*** 046***  0.08 0.63%* [0.85%**
FBF
L | 04z 001 0.04 -0.37%%% 0.33%%% 0.30%*%%  0.42%%* 010%*  0.06  -0.35%%*% 0.28%%* [0.26%%* 0001 0.56%** -0.21%%* O51**  [0.29%%* 0,007 0.20%** 031%**
FAF
L | 0w 001 20,06  0.44%* 1006  0I5%* [0.14** 001  0.12** 0.11** [0.11** 006 006 -0.62*** L0.72*** 0.07 0.35%*%  (0,71%%* [0 75%x% [0 57xx% 0 20%xkx
RFT | -0.47%*| 0.02 0.04 A7 [0.36%%* 0.40%**  [0.47%% [010% 0.11%* 050%** [0.23***036*** [0.07 0.89%** 0.43*** [0.60 0.32%*%%  [Q.51***0.70%** [0.77%%* [0.54%%* [0 56***
RF | 010 | 007 011* 008 006 -0.04 011* 0004 (002 [001  021%* 0002 [0.06 0.53** 0.46*** 0.002 [0.22%%%  [0.25%*%0.52%%% [0.31%** [0,61%%* [0,62%** 0.57%**
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4) Analyses multivariées :
Pour mieux etudier la fctufication de la veriabilité morphologique nous avons réalisé une

analyse conjointe des paramettres retenues

i.  Analyse en composantes principale (ACP):

Les données morpho-pomologiques ont été analysées par le logiciel XLSTAT 2016 pour
générer une représentation bidimensionnelle des populations de Lentisque. L’analyse en
composantes principales permet de visualiser le lien entre les cultivars ainsi que la
contribution des caractéres morpho-pomologiques dans cette représentation. Les deux
premiers axes retenus expliquent 52.35% de la variabilité totale observée, avec chaque
composant expliquant respectivement 35,32% et 17,02%, le premier axe est défini du cété
positif par les caracteres de la production végétative (LF, WFE, N), et des caractéres
pomologiques (WF, EE, PF, WA) et du coté négatif par deux caractéeres RA et FFR sont
corrélés négativement a I’axe. Le deuxiéme axe est défini par les caractéres pomologiques
LFR, LA et RF.

La projection des onze populations étudiées dans le plan formé par les axes 1 et 2 (52,35%)
de la variabilité totale montre une séparation des populations selon les deux axes ce qui
indigue une variabilité morphologique important (figure 12). Quatre groupes de populations
se sont formés : le premier groupe est formé par Azilal et Imi Ouddare, bien que ces deux
populations soient éloignées géographiquement elles sont rapprochées génétiquement. Le
deuxiéme groupe est constitué de Modj Issekssi et Lkbab. Tighssaline 2 et Aite Yahia
Oussaade qui se regroupent pour former le troisieme groupe. Le quatriéme groupe renferme
M’rirt, Bin El Ouidane, Tighssaline 1 et Tifrdine.

ii.  Dendrogramme de classification :

Les résultats de I’ACP convergent en contrepartie avec les résultats de La classification
hiérarchique qui a identifié trois grands groupes (Figure 12). Le premier groupe comprend
Ait Yahya Oussaade, Tighssaline 2, Lkbab, Issekssi et Modj, le deuxiéme groupe inclut Imi
Ouddare, Azilal, Tifrdine, Bin El Ouidane, Tighssaline 1, le troisieme groupe comprend

seulement M rirt.

50



5) DISCUSSION ET CONCLUSION

Les résultats de la présente étude ont mis en évidence une variabilité morphologique et
pomologique de populations naturelles marocaines de P. lentiscus. Cela reflétait des
différences insignifiantes entre les populations testées. Ce résultat était en accord avec
I'étude de Barazani et al. (2003) qui ont signalé¢ une grande variabilité au sein de 1‘espece P.
lentiscus dans la zone meéditerranéenne.

Plusieurs études ont rapporte que la longueur des feuilles en général varie en fonction des
conditions locales telles que la sécheresse (Jonasson et al., 1997 ; Ait Said et al., 2011) et le
froid (Karimi et al., 2009). Karimi et coll. (2009) ont rapporté que les petites feuilles ont
tendance a étre plus abondantes dans les populations des régions froides. De plus, Ait Said et
al . (2011) ont rapporte egalement que les plus petites feuilles étaient signalées dans les
populations de Pistacia cultivées dans des sites arides. En général, les feuilles sont sensibles
aux changements environnementaux et leurs caractéristiques telles que la couleur sont
considérées comme un bon indicateur de l'appétence des arbustes fourragers (Chriyaa,
2009). En fait, la couleur des feuilles est fortement influencée par des facteurs éco-
physiologiques (Belhadj et al., 2007).

Nos résultats ont montré que seulement 20% des feuilles par arbre contenaient des folioles
terminales. Ce résultat est en accord avec le résultat précédent rapporté par Barazani et al .
(2003) qui a montré I'absence des folioles terminales dans la majorité des feuilles observées.
Nos résultats indiquent des corrélations entre les mesures des traits morphologiques et
pomologiques. La longueur de la feuille était positivement corrélée a la longueur et le poids
du fruit mais elle est corrélée négativement avec I'épaisseur de I'enveloppe du fruit. Cette
constatation est conforme aux conclusions de Karimi et al. (2009) ou une corrélation
significative entre les caractéristiques de la feuille et les traits des noix a été observée. Les
corrélations négatives pourraient étre expliquées par effet de compensation entre le végétatif
et le fruit. En regle générale, nos résultats pourraient suggérer que les populations de M’rirt
et Bin El Ouidane sont performantes en ce qui concerne la production végétative (longueur
de la feuille, largeur de feuille et nombre de folioles) tandis que les populations
Tighassaline, Bin El Ouidane et Les tifrdines sont performantes en ce qui concerne les fruits
(longueur du fruit, largeur des fruits, épaisseur de I'enveloppe). En revanche, la population
d'El Kebab a montré des valeurs les moins souhaitables pour la plupart des caractéristiques
mesurées. De plus, plusieurs populations de différentes provenances étaient plus semblables

les unes aux autres et étaient dans le méme groupe, comme Azilal du Moyen Atlas et Imi
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Ouddar de la cote, M’rirt et Tighssaline du Moyen Atlas et Tifrdin et Bin El Ouidane du
Haut Atlas. Cette constatation pourrait suggérer que les variations obtenues sont
indépendantes de 1’origine et de I’altitude de la montagne. Ces aboutissements scientifiques
sont en discordance avec d'autres résultats obtenus au Maroc avec des espéces végétales
telles que Pinus halepensis (Boulli et al. 2001) et Pinus pinaster (Wahid et al., 2009).

Pour les résultats précités, cette étude contribue a une meilleure connaissance de cette
espéce au Maroc, permettant la sélection des populations les plus efficaces de point de vue
stabilisation des écosystémes dégradée. Afin d'avoir un bon apercu de la diversité de P.
lentiscus. Cette présente étude a besoin, pour 1’approfondir, d’ultéricures études

biochimiques et moléculaires.
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Figure 10 Classification hiérarchique de onze population de Pistacia Lentiscus, calculée a partir de vingt-quatre caractéres morpho-pomologique
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CHAPITRE 3:

CARACTERISATION
BIOCHIMIQUE DES
FEUILLES DU
LENTISQUE



I.  Matériel végétal :

Dans cette étude, les 11 populations étudiées par les parametres morphologiques ont
également pour 1’analyse biochimique tableau 7. 3 arbres pour chacune des populations
ont été échantillonnés aléatoirement. Des feuilles matures et saines sont collectées et
conditionnées en sachets plastiques puis conservées a une température de — 20°C jusqu’a

leur utilisation. Au total 11 parameétres biochimiques liés aux feuilles ont été étudiées.

Il.  Carracterisation biochimiques des extraites des feuilles :

1) Détermination de la matiere séche (Humidité) :
I. Principe :
On a procedé a une dessiccation de 1’échantillon a analyser au niveau d’une étuve a une

température de 100°C a 105°C selon le protocole décrit par Simsek (2010) et par lonica et
al. (2013), sous la pression atmosphérique jusqu’a I’obtention d’une masse pratiquement
constante. Pour éviter toute reprise d’humidité, il convient d’opérer dans des vases de tare

bien connue, placés dans un dessiccateur au moment de chaque manipulation.

ii. Expression des résultats :
La teneur en eau (%) du matériel végétal est donnée par la formule suivante :

Teneur en eau (%) (H)= (P-P1)/ M .100

P : masse en g de la prise d’essai avant séchage.
P1: masse en g de la prise d’essai apres séchage.
M : masse du matériel biologique.

A partir de la teneur en eau, on détermine le taux de matiere séche qui est donné par la
formule suivante (Audigie C.L and Dupont G., Principes des méthodes d’analyses
biochimiques (1982):

Taux de matiere séche (%) (MS)=100 - teneur en eau (%)

2) Teneur en cendre :
i. Principe:

Le dosage des cendres brutes est réalisé suivant les instructions de la norme francaise
(AFNOR, 1977). Une quantité connue d’échantillon est séchée a I’aide d’une étuve

ventilée a une température de 105°C puis calcinée avec précaution dans un four a moufle a
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une température voisine de 500°C. La pesée du résidu obtenu, permet de calculer la teneur

en cendres totales dans 1’échantillon.

ii. Expression des résultats

Les résultats sont exprimés selon la formule suivante :

m2—m0

Taux de matiére Minérale ou cendre (%) (MS) = X 100

ml—m0

Ou:
mO : masse du creuset (g)
m1 : masse du creuset-échantillon (g)

m2 : masse du creuset-échantillon calciné (g)

3) Teneur en matiere organique :
A partir de la teneur en matiere séche et en cendres, on détermine le taux de matiere

organique qui est donné par la formule suivante :

Matiére organique % (MO) = MS -MM

Ou:
MS : la teneur en matiére séche en %
MM : la teneur en matiére cendre en %
Ill.  Détermination quantitative des métabolites primaires (Parameétres nutritionnels) :

1) Détermination de la teneur en matiére grasse :
a. Principe :

L’extraction a été faite par solvant organique (Hexane), spécifique pour la détermination
du taux de la matiere grasse, cette opération a été réalisée avec un appareil de type Soxhlet

pendant 8 heures.

A la fin de I’extraction, on peut admettre que toute la matiére grasse est transférée dans le

Expression des résultats :

La quantité des huiles est déterminée par la différence de la masse de 1’échantillon avant

et aprés I’extraction par rapport a la masse initiale de I’échantillon. Selon la formule

suivante :
MG(%) = P1—-F2 100
T ME
Dont :
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P2 : poids du ballon vide.

P1 : poids du ballon apres évaporation.
ME : masse de la prise d’essai.

MG : taux de la matiére grasse.

100 Pour exprimer le pourcentage.

2) Dosage des sucres totaux :
a. Extraction des sucres totaux solubles

Les sucres solubles vont étre extraits en accord avec la méthode de Babu (M. S. S.S.V.
Babu, 2002). Pour cette extraction, 0,5g d’échantillon (feuilles seches) a été broyé avec 2
ml (Vethanol) d’éthanol 80 % introduits par la suite dans des tubes adéquats a la

centrifugation.

La centrifugation a été faite a 2000 tour pendant 40 min. Les surnageant vont étre
introduits par la suite dans des tubes eppendorfs et conservés a 4°C jusqu’a moment

d’utilisation.

b. Dosage des sucres totaux solubles

Les sucres totaux solubles sont dosés par la méthode de Dubois (X. G. F. Dubois, 1956) ;
50 pl d’extrait (Vextrait) ONt été additionnés a 0,5 ml de phénol 5% et a 1,5 ml de solution
d’acide sulfurique (H2SO4). Le mélange a été chauffé au bain marie a 100 °C pendant 5
mn. Apres refroidissement dans la glace fondante, la densité optique (DO) a éte lue a 485

nm.

Un étalon est construit grace a une gamme de glucose d’une solution mére de 1 mg/mol.

Les teneurs sont exprimées en mg/g de matiére seche. La formule est la suivante :

La teneur en sucres= (DO* V ¢thanol)/ (2*V extrait*PF)

3) Dosage des protéines brutes : (Kjeldahl, 1883) :
a. Principe :

Pour déterminer la quantité des protéines contenues dans un échantillon, on procede a un

dosage de I’azote total par la méthode de Kjeldahl qui a été développée en 1883 par un
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chimiste danois « Johan KJELDAHL » (Kjeldhal J., Meue method lurk besyimmung des
stichs offs in organischemkorpon. 1883). Cette derniére s’effectue en trois phases
(Bradford 1976):

- Digestion (minéralisation) ;
- distillation ;
- titration.

b. Expression des résultats

L’azote total est calculé suivant la formule représentée ci- dessous :

(Vb — Ve)F = 0.0014 = 10

100
M

Azote total(N) (%) =

Dont :

Vb: Volume de NaOH 0.1N utilisé pour un essai blanc (ml).

Ve : Volume de NaOH 0.1N utilisé pour la titration de la solution a doser (ml).
F : Facteur de correction.

100 : coefficient du pourcentage

10 : coefficient du volume total de la solution a doser

M : masse de la prise d’essai.

Le taux d’azote total est converti en taux de protéines brutes selon la formule suivante :

Taux de protéines brutes (%) = N total (%) * 6,25

D’ou 6,25 est le facteur de conversion basé sur le taux moyen d’azote des protéines.

4) Teneur en fibres

a. Principe

Elle consiste a traiter I’échantillon a analyser successivement avec de 1’acide sulfurique et
de la potasse. L’hydrolyse acide/ basique (a chaud) permet de solubiliser la quasi-totalité

du contenu cellulaire a I’exception des fibres alimentaires et des sels minéraux.
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b. Expression des résultats

La teneur des fibres brutes est calculée par la formule présentée ci- dessous :

F % = (M2 — M3) x 100

F : pourcentage des fibres brutes
5) Estimation de la teneur en carbohydrates
La teneur en carbohydrates est estimée par la difféerence par rapport aux autres
constituants : protéines, lipides, cendres et humidité (Grosso et al., 2000). La formule

suivante permet de calculer le taux de carbohydrates.

Carbohydrates (%) = 100 - (Protéines (%) +Lipides (%) +Cendres (%))

6) Estimation de la valeur énergétique en kcal
La valeur énergétique est calculée par la multiplication et la sommation des valeurs

obtenues pour les protéines, les carbohydrates et les lipides totaux multipliés par 4.00, 3.75
et 9.00 respectivement (Durucasu et Tokusoglu (2007). Les teneurs sont exprimées en

kcal/g de matiére séche.

Energie (kcal/100g) = (4x protéines (g)) + (3.75 carbohydrates (g)) + (9% lipides)

7) Analyses statistiques
Les données obtenues sont soumises a plusieurs analyses statistiques comprenant une

analyse de variance (ANOVA) et une corrélation de Pearson (a = 0,05) a l'aide du logiciel
SPSS (IBM SPSS Statistics 25). Ensuite, I'ordination et la classification des populations
sont effectuées par l'analyse en composantes principales (ACP) en utilisant le logiciel
XLSTAT (2017) et I’analyse hiérarchique ascendante selon la méthode d’agrégation
UPGMA par le SPSS (IBM SPSS Statistics 25).

V. RESULTATS ET DISCUSSION :

1) Etude des parametres biochimiques pris séparément :

a. Teneur en matiére séche et humidité

L’analyse de la variance a montré qu’il y un effet significatif de la population pour les
deux parameétres (MS et H) (p>0,05) (Tableau 7). La teneur en matiere séche (MS) varie de
29.30% pour la provenance d’ayt Yahia Oussaad (AO) a 47.533 % pour la provenance de

immioudar (10), avec une moyenne générale de 39.26 %. Ces resultats sont en accord avec
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ceux obtenu par EMILE el al pour des especes forestieres ligneuses avec un pourcentage
de 36.9 % (Jean-Claude EMILE 2018) . Cependant, elles sont plus faibles que celle
obtenue par MEBIROUK-BOUDECHICHE (2014) pour des populations algériennes 49.33
% concernant le taux d’humidité (H) varié de 52.467% a 70.70%. La valeur la plus élevee
est enregistrée chez la provenance d’AYT YAHIA OUSSAAD, tandis que la population
d’IMMIOUDAR (10) presente la valeur la plus faible, avec une moyenne générale de
60.74 %. On note que le taux d’humidité obtenue chez les populations marocaine est plus
elevé que la valeur obtenue chez les polulations algériennes 49.33% , (S A Kadi et N
Zirmi-Zembri, 2016).

b. Teneur en cendres

On constate que les résultats de la teneur en cendres (MM %) des 11 provenances sont
comprise entre 3.00 %, enregistrée chez la provenance d’BINE OUDANE (BO), et 9.767
% pour LKBAB (LK), avec une moyenne générale de 5.17 %, et un coefficient de
variation de 2.34 % (Tableau 9). Ces résultats sont similaires a ceux rapportés par Kadi et
Zirmi-Zembri, (2016) pour le lentisque d’El Taref en Algérie. Mais les résultats reportés
par MEBIROUK-BOUDECHICHE en 2014 et 2015 montrent une teneur un peu majeure
des populations algérienne avec 8.17 %. (L. Mebirouk-Boudechiche, 2014). Mais ils sont
inférieurs a ceux obtenues chez le Panicum maximum et Pennisetum purpureum 11.90% et
15.20%. (M.K. Ettian, 2018).

C. Teneur en matiere organique

On constate que cette teneur est comprise entre 44.4 %, enregistrée chez la provenance
d’IMMI OUDAR (IO) et 23.52 % pour AIT YAHIA OUSSAD (AO), avec une moyenne
générale de 34.08 % (Tableau 9). Ces résultats sont similaires a ceux rapportés par Kadi et
Zirmi-Zembri, 2016 pour le lentisque d’El Taref en Algérie. Cependant ils sont beaucoup
plus inferieurs a celles des plantes tropical le Panicum maximum et Pennisetum purpureum
avec une teneur de 92.48% et 92.78% (M.K. ETTIAN 2018).

d. Teneur en matiere grasse total

L’extraction de I’huile contenue dans les feuilles du lentisque par I’hexane pour les onzes
provenances étudiées a montré que la teneur la plus faible est obtenue chez la provenance
Azilal (AZ) avec un taux de 12.98 %, et la teneur la plus élevée est enregistrées chez la
population de Modj (MO) par 32.67 % avec une moyenne générale de 21.40 %, . ces

valeurs sont plus élevés que celles trouvées chez des plantes fourrageres tropicales tel
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que le Panicum maximum et Pennisetum purpureum avec 2.50% et 2.10% successivement
(M.K. Ettian, 2018).

e.  Teneur en fibres brute

La teneur en fibres brute varie légerement entre les diffrentes population et variait de
16.03% a 23.80%, avec une moyenne genérale de 20.84 % (Tableau 8).la tenneur la plus
élevées a observée chez la population dimmiouadar (10), tandis que la tennuer la plus
faible était chez la population de ait yahia oussaad (AO). Ces valeurs sont porche de celles
du BOUDECHICHE, (2014) qui a obtenu 25.17% , inferieurs de ceux rapportés par J-C
Emile 37.7% en moyenne pour les especes forestiere fouragéres , et similaires a ceux
rapportés pour Ray-grass anglais fourrage var Neuville avec 23.00% , et supérieures a ceux de

I’opuntia ficus indica qui a 9.4% (Amira, 2015).

f. Teneur en protéines brutes :

La détermination de la teneur en protéine par la méthode de Kjeldhal a donné des valeurs
qui varient pour la provenance de aite yahia oussaad (AO) a 16.03 % et pour la provenance
d’immiouadar (IO) a 23.80%, avec une moyenne générale de 20.84 % et un coefficient de
variation de 1.34%. En comparant ces résultats a ceux obtenus avec quelques especes
fourrageres sauvage tel que I’atriplex (atriplex nummularia) et leucaena leucocephla , nous
constatons presque la méme teneur avec 20.40% et 20.30% de protéine brute. Mais par
rapport a Opuntia ficus indicas on trouve que ce dernier est beaucoup plus riche en protéine
brute avec 31.10%. (Le Houérou, 1980, Nefzaoui and Chermiti, 1991, Speedy and Pugliese,
1992 ; Carter, 1994 ; D’Mello and Devendra, 1995).

g. Teneur en sucre total :
La teneur en sucre totaux chez les 11 provenances s’est ¢tendue de 2.83% chez la

provenance de Mrirte (Mr) a 28 % chez la population d’issekssi (IS), avec une moyenne
générale de 14.84 % et un coefficient de variation de 1.89%. Ces résultats sont inférieures a
ceux obtenus chez le Panicum maximum et Pennisetum purpureum avec 49.37% et 36.20%
(M.K. Ettian, 2018), et elles sont supérieur a ceux rapportés pour Dactyle fourrage avec
8.8%, ainsi que celles du Ray-grass anglais fourrage var Roskalia qui ont presque la méme
teneur en sucres totaux avec 15.4% (CTPS/GEVES 2021).
h.  Teneur en matiere azoteée totale :
La teneur en matiére azotee totale chez les 11 provenances s’est étendue entre 3.74 %
chez la provenance d’Azilal (AZ) a 6.54 % chez la population de Mrirte (Mr), avec une

moyenne générale de 5.43 %, et coefficient de variation de 1.34%. Nous constatons que
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ces teneurs sont beaucoup moins élevées par rapport a celles obtenues par MEBIROUK-
BOUDECHICHE pour la méme espéces (pistacia lentiscus) (L.M BOUDECHICHE,
2014). Mais en la comparant avec d’autres espéces fourragéres tel que Robinia
pseudoacacia L. nous trouvons une ressemblance avec 20.6% de teneur en matiere azoté
total et 17.6% pour la luzerne (J.-C, Emile 2017).

I. Teneur en valeur énergétique
La valeur énergétique en kcal/100g de feuilles seches du lentisque varie de

431,98kcal/100g chez la provenance d’Azilal (AZ) et 529,05kcal/100g chez la provenance
de modj (MO), avec un pourcentage de variation de 1.10% (Tableau 9). Les provenances

analysées se sont réparties en un groupe.
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Tableau 7 Valeurs moyennes et statistiques descriptives des paramétres biochimiques primaire des feuilles en %MS

- : . Aite yahia Bien el - . . .
Mrirte (MR) Tlghssall_ne ! Lkbab (LK) | Azilal (AZ°) Moudj ( oussad | Issekssi (IS) oudane Tiferdine (| Immi oudar | Tighssaline moyenne F v
(Ti) MD) TF) (10) II(TGH)
(AO) (BO)

Ms 41734306 | 37,63+347 | 4363+3.93 | 37,25+032 | 333244 | 293+415 37+1,02 4184369 | 38374338 | 4753+1,05 | 4427+2,00 | 3925 | 1650 | 7.30
h 58,27+3,06 | 62,374347 | 56,37+.39 | 62,75+0,32 | 66,7+2,44 | 707+415 | 63+1,92 | 58.2+369 | 6163+338 | 52474105 | 5573+2,00 | 60,74 | 16:°0 |11.29
MM 3,88+0.86 | 41240555 | 9,77+028 | 7,62+0,15 | 6,124¢117 | 578+058 | 5374034 | 3,00+083 | 465+1,00 | 3,13+056 | 34503 517 | 10547 | 234
MO | 37,.85+2,96 | 33,52+045 | 33,87+2,00 | 29,63+2.38 | 27,1840,72 | 2352+474 | 31,63+1,03 | 388+395 | 3372+41,64 | 444+242 | 4082+1,05 | 3408 | 1928 | 546
MG 244436 | 2017315 | 17.5+2,05 | 12,98+1,03 | 32,67+3,40 | 18,75+7,11 | 29184820 | 23.45+256 | 2033257 | 1564153 | 20,77+2,04 | 2140 | >90 | 329
FBR 2354236 | 1624265 | 2094560 | 20,17+332 | 23.67+6,81 | 16,03+2,86 | 22.8+454 | 22334825 | 20,13+448 | 238+444 | 19,73+1,65 | 2084 | LO04* | 440
- 2.70:0,79 | 1833120 | 2L77%315 | 033x230 | 16,10£243 | 10,07%0,75 | 2800%550 | 2083120 | 533t042 | 1253:8,00 | 1817+110 | 1,0 | 1570 | 1,89
0,08 | 1,34

MAT | 654+435 | 607+444 | 564373 | 3744249 | 5144342 | 562373 | 6,07+404 | 562373 | 514+342 | 564373 | 467+311 | 543 |O '
Pro 40,86+6,16 | 37,94+12,38 | 3503619 | 23,3546,19 | 32,11+0,00 | 3503+6,19 | 37,94+0,00 | 3503+6,19 | 32,11+12,38 | 3503+6.19 | 29,19+619 | 3396 |2:08™"| 1.34
C?rcb;rgy(%at 8,98+8.24 | 17,51+13,59 | 20,84+13,76 | 43,77+2,00 | 14,92+262 | 26,84+7,96 | 12.63+0,92 | 22.24+124 | 27,34+10,69 |27,39+12.20 | 32.42+853 | 2317 |002"*| 138
valeur 0,57* | 1,10

enrgetique | 510,6+13,10 | 491,65+77,78 | 446,5+54,34 | 431,08+46,17 | 529,05+0,93 | 449,35+50,79 | 500,05+33,50 | 499,13+11,60 | 482+60,46 |467,3+81,85 | 493,8+84,32 | 481,94 | O '

kal/100g

Niveau de signification, * : P< 0.05; **: P<0.01; ***

1 P<0.001.
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2) Etude multivariée des parametres biochimiques :

i.  Matrice de corrélation

Le coeficient de corelation de Pearson a été estimé entre les differents paramettres
biochimiques étudiées le tableau 10. Les résultats obtenus ont montré des corrélations

positives entre les parametres suivants :

e Lateneur en matiere séche et la teneur en matiére organique (r = 0,938 ***),

e Lateneur en matiére azotée et la valeur énergétique (r = 0,962***) et la teneur en
carbohydrate (r = 0,609***),

e De méme, des corrélations négatives et significatives ont été également observées
entre les parametres suivants :

e Lateneur en matiere organique et la teneur en matiere mineérale (r = -0,542 **),

e Le pourcentage de I’humidité et la teneur en en matiére organique (r = -0,938 **),

Nos résultats pour les corrélations existantes entre les paramétres étudiés sont
comparables a ceux trouvés par Maamrie et al, Pour la matiére organique et matiére
minérale qui ont corrélé négativement (F Maamri 2015),

Les aliments énergétiques riches en matieres organiques telles que MS, MO, MAT, MG,
ST, FB, ont été des éléments réveélateurs, apportant le potentiel énergétique nécessaire sous
forme de calories pour le bon fonctionnement de 1’organisme d’¢élevage. (M.K. ETTIAN
2018) ;

L’évaluation de la composition chimique de ce fourrage vert alimentaire montre qu’il
fournit la plupart de tous les éléments nutritifs nécessaires aux animaux d’élevage en

production (gestation, allaitement, croissance).

3) Analyse des composantes principales
L’analyse en composantes principales (ACP) a été realisé sur les moyens des 11

parametres biochimiques. Les deux premiers axes absorbent 74,40% de la variation totale,
ce qui démontre une grande structuration de la variabilité obcervée. L’axe 1 qui absorbe
43,01% de la diversité totale est defini positivement par la tenneur en poteine, sucres totaux,
matiére azoté, valeur énergetique, fibre, matiére organique et matiére séche. L’axe 2 (31,3.
%) la divercité totle est deffini positivement par la tenneur en carbohydrates et la matiére

organique et negativement par la tenneur en matiere grasse.
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La representation des populations etudiées sur le plan defini par les deux premiers axes

est ulistrée dans la figure 14. L’analyse de cette figure montre formation de quatre groupes.

Quatre groupes ont été separés. Le premier groupe (G.1) composé de deux populations
(Bin el oudane et Mrirt), caractérisé par des valeurs élevées de matiére séche, des protéines
et des fibres. Le deuxiéme groupe (G.2) est formé de trois populations (tighssaline I,
immioudar et Ikbab). Ce groupe se distingue par des valeurs élevées de cendres, en matiére
organique et en sucres totaux. Le troisieme groupe (G.3) se composait de trois populations
(azilal, ait yahia oussad et tifrdine) caractérisé par une faible quantité de matiére azotée.
Groupe (G.4) se composait de trois populations (tighssaline I, issekssi et modj) caractérisé
par une faible teneur en matiére organique. Cette analyse montre bien que la structuration
des populations du lentisque marocain en quatre groupes s’opére indépendamment de leurs
origines géographiques. Ce résultat est en accord avec celui obtenu dans la premiére partie

de ce travail a lI'aide de paramétres pomologiques et morphologiques.

4) Classification hiérarchique ascendante sur la base des variables biochimiques :
L’analyse de 1’ensemble des données moyennes biochimiques mesurées chez les onzes

populations a permis d’obtenir un dendrogramme selon la méthode de Ward et la distance
génétique City-block. Ce dendrogramme a conduit a identifier deux grands groupes
(Figurel3). Le premier groupe se divise en deux sous-groupes, I'un (I.1) est contenu de
population azilal, et le I'autre (1.2) est composé des populations Ikbab et ait yahia oussad. Le
deuxieme groupe a également été subdivisé en deux sous-groupes. Le premier sous-groupe
(11.1) est formé de population de modj et le second sous-groupe (I11.2) est composé de

populations immi oudar, mrirt, issekssi, tighssaline I, tifrdine, tighssaline Il et bin el oudane.
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Tableau 8 Coefficient de corrélation de Pearson de I’ensemble des paramétres biochimiques analysés

. . . valeur
matiere seche humidité(Ho%) nTi?]gre:;fe o:gi[r:?(gﬁe rg:';lses:ae fibres SUCRES azote proteine enrgetique carbohydrate
(MS%) (MM%)  (MO%) (MG%) (FR%) SOLUBLES(SC%) totale(N%) (PRO%) kaIK/lIgOQ (carb %)

matiere seche (MS%) 1
humidité(H%) -1,000* 1
matiere minerale (MM%) -0,217 0,217 1
matiere organique (MO%) * 1
matiere garsse (MG%) -0,19 0,19 -0,157  -0,108* 1
fibres (FR%) 0,318 -0,314 0066 0294 0071 1
SUCRES SOLUBLES(SC%) 0,081 -0,081 0,047 0,053 0,275 0,112 1
azote totale(N%) -0,021 0,021 0,011 -0,022 -0,13 0,281 0,016 1
proteine (PRO%) -0,021 0,021 0,011 -0,022 -0,13 0,281 0,016 1,000** 1
valeur enrgetique kal/100g MS -0,012 0,012 002  -0018 -0,104 0313 0,026 6> 1
carbohydrate ( carb %) 0,028 10,028 0,05  -0013 C397**0,056 0,076 D L 1
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Figure 13 Analyse en composantes principales des onze population marocains du lentisque selon les différents paramétres biochimique
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Conclusion

Les modeéles présentés concernent un échantillon d’une espéce pastorale percue
comme palatable et reposant sur des parametres de la composition chimique. La marge

d’erreur reste relativement basse pour un apport d’information appréciable.

Cette premiére investigation confirme les résultats des méthodes classiques sur un
nouveau matériel végeétal, trés peu étudié et provenant d’un milieu soumis a des contraintes
¢cologiques sous 1’effet des changements climatiques et de la désertification. Elle doit,
cependant, étre renforcée par des tests sur une gamme d’échantillons plus importants a
différentes latitudes du pays. Ceci permettrait de créer une base de données sur la
composition fourragére du pistacia lentiscus adaptée au contexte marocain et ainsi
contribuer a apporter des solutions aux nombreux problémes qui s’opposent a I’amélioration
des performances de 1’espéce et par conséquence le développement socioéconomique du

milieu d’habitat de 1’espéce.

70



Chapitre 4 : ANALYSE DE LA
VARIABILITEET LA
STRUCTURE GENETIQUE DES
POPULATION NATURELLES DU
LENTISQUE VIA LES
MARQUEURS MOLECULAIRES
ISSRs
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Aprés avoir entrepris une analyse des marqueurs pomo-morphologiques et une caractérisation
biochimique qui ont permis de montrer une large diversité génétique au sein des populations
étudiées, nous avons cherché a consolider les résultats ainsi obtenus par I’exploration des marqueurs
ISSRs (Inter Simple Sequence Repeats). Il s’agit d’analyser la variabilité génétique au niveau intra et
inter-groupe et d’étudier les relations phylogéniques chez 1’espéce pistacia lentiscus marocain. Cette
technique permet d’assurer une amplification des séquences flanquées par les motifs microsatellites
et de générer un polymorphisme élevé en amplifiant diverses régions du génome (Winter et Kahl,
1995).

I.  Matériel et méthode :
1) Matériel végétal :
Le matériel végétal utilisé dans cette étude de caractérisation moléculaire est collecté a partir de
différentes régions du Maroc (Tableau 1). Ce matériel est constitué de 55 individus de pistacia
lentiscus qui ont été déja été utilisés pour analyser la diversité génétique a travers une caractérisation
phénotypiques (Chapitre 2), une analyse des marqueurs biochimiques (Chapitre 3). Les jeunes
feuilles ont été collectées a I'automne 2015 et mise dans des sacs en plastique avec des étiquettes
illustrant le nom du cultivar et le numéro de I’individu, et par la suite conservées a -20 ° C jusqu'a
I'extraction de I'ADN.

2) Extraction d’ADN :

L’extraction d’ADN génomique a été faite a partir des jeunes feuilles selon la méthode
CTAB de Doyle et Doyle (1990). Cette méthode nécessite trois étapes importantes :
Destruction des tissus par action physique et lyse chimique (un détergent, un tensioactif
et un chélateur) afin de libérer I'ADN du noyau, par la suite élimination des protéines, des
peptides, des polysaccharides et des composés phénoliques a l'aide des solvants
organiques (chloroforme, alccool-isoamylique) et enfin précipitation sélective de I'ADN,

en présence d'alcool.
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Extraction
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|
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dans f \ (ADN +ARN)
Ethanol 70% e &

\4;—— | | e .~

L Interface

Incubation ] - ‘K
20 min a -20°C T
+ Centrifugation Phase

5 = = organique
Extraction et purification de I"TADN des plantes 9 q
Figure 14 extraction et purification de I'ADN des plantes

3) Estimation de la quantité d’ADN :

La quantité et la qualité de I’ADN ont été estimées par dosage au spectrophotomeétre.
Sachant que le spectre d’absorption maximum de ’ADN se trouve a 260 nm. La
concentration en ADN est déterminée en mesurant la DO (densité optique) au

spectrophotometre a la longueur d’onde 260 nm, avec une unité de DO correspondait &

50ng/ul (Sambrock et al. 1989)

La concentration d’ADN en (ng/pl) est obtenue par la formule suivante :

Ci= DOzs0 x 50 x facteur de dilution
4) Estimation de la pureté d’ADN
Le degré de pureté (qualité) de I’ADN a été estimé en mesurant la DO a 280 pour détecter
des éventuels contaminants protéiques (les protéines absorbent a 280 nm). Ainsi le
rapport entre ces deux mesures : DO260/D0280 constitue un moyen évaluatif numérique

permettant d’apprécier la qualité ou la pureté de I’extrait d’ADN.

D’aprés Sambrook et al. (1989) un échantillon d’ADN est qualifié de meilleur ou pur,
lorsque le ratio DO 260/DO 280 présente une valeur entre 1,8 et 2. Si ce rapport est
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inférieur a 1,8 I’ADN est contaminé par des protéines. Si par contre, il est supérieur a 2,

I’ ADN est contaminé par le chloroforme.

5) Estimation de I’intégrité d’ADN par électrophorése sur gel d’agarose

L’ADN posséde une charge globale négative due aux groupements phosphates.
Lorsqu’un mélange de fragments d’ADN est soumis a un champ électrique dans un gel
d’agarose (0,8%), les fragments se séparent suivant leur taille : plus un fragment est
grand, plus il sera retardé dans le réseau de mailles tridimensionnelles formé par la
réticulation de ’agarose. Plus les molécules a étudier sont petites, plus on choisira une
concentration en agarose élevée. La distance de migration des fragments linéaires est

inversement proportionnelle au logarithme de leur taille.

Une bande de haut poids moléculaire indique que I’ADN génomique est non dégrad¢. Par

contre une trainée est indicatrice de 1’état dégradé de I’ADN extrait.

6) Procédures d’amplification
Avant de passer aux amplifications des amorces ISSR, tous les extraits d’ADN ont été
ramenés a une concentration de 10 ng/ul, qui va étre utilisée pour la préparation du

mélange réactionnel.

La technique ISSR basée sur la réaction PCR, utilise des amorces a simple séquence
répétée pour amplifier les régions ou nucléotides présentes dans les espaces inter-
microsatellites (Zietkiewicz et al. 1994). L’amplification de I’ADN a été effectuée a

I’aide d’un thermocycleur.

i.  Meélange réactionnel
Apres une série d’optimisation de la composition du milieu réactionnel, nous avons opté¢ pour un
mélange commun a I’ensemble des amorces et dont la composition est décrite dans le tableau VI. Les
réactions PCR (Réaction en Chaine par Polymérase) ont été faites dans un volume final de 12,5 pl.
tableau 11.

ii.  Choix des amorces
L’obtention des profils d’amplification nécessite dans un premier temps de sélectionner
des amorces (primer). 13 amorces ancrées en 3’ et de séquence connues ont été utilisées
pour I’amplification de I’ADN inter- microsatellite chez les 11 populations de pistachier
(Tableaul2). Ils sont constitués d’un motif microsatellite auquel s’ajoutent des

nucléotides au niveau de I’extrémité 3> OH libre.
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Tableau 9 Le mélange réactionnel de la réaction PCR

Réactifs Concentration finale
Tampon réactionnel 5X 1X

MgCI2 25mM 2.5 mM

Amorce 10mM 0.8 mM

dNTPS 10 uyM 0.8 uM

ADN matrice 10 ng/ul 40ng

Taq polymérase 5U 0.625 U

Eau distillée Qsp 12,5 ul

Tableau 10 Caractéristiques des amorces ISSR utilisées.

Amorce Séquence 5'-3' Ta (°C)
UBC 807 (AG) 8T 45,1
UBC 810 (GA) 8T 44,1
UBC 811 GA(AG) 7C 46,1
UBC 827 (AC) 8G 47,9
UBC 828 (TG) 8A 52,8
UBC 834 (AG) 8YT 47,6
UBC 836 (AG) 8YA 48,3
UBC 840 (GA)YT 46,5
UBC 841 (GA) 8YC 47,1
UBC 855 (AC) 8YT 45,5
UBC 861 (ACC) 6 52
UBC 868 (GGA) 6 50
UBC 889 BDB(AC) 7 34,3

iii.  Optimisation du programme d’amplification de I’ISSR

Le programme d’amplification ISSR a connu aussi des optimisations, particulierement
la température d’hybridation de 1’amorce. Pour ce faire, un PCR a gradient de température
a éte effectué afin de déterminer la température de recuit optimale (annealing temperature

Ta) pour chaque amorce utilisée, et réduire par la suite les hybridations non spécifiques. Le
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thermocycleur utilisé est capable d’exécuter un gradient de température a travers un bloc

de 12 colonnes.

Pour ce faire, Il faut entrer la température la plus élevée correspondante a Tm de
I’amorce et la température la plus basse correspondante a Tm-5. Ensuite la machine fait le
calcul pour des colonnes individuelles en augmentant la température par des
incrémentations. Chaque colonne atteindra une température différente, la température la
plus basse a gauche et la plus haute a droite. La PCR a gradient permet de tester jusqu'a 12
températures de recuit simultanément, au lieu de procéder a de nombreux tests avec
différentes températures de recuit. 12 répétitions d’un méme échantillon ont été utilisées
pour la mise au point de Ta de chaque amorce. Par exemple en réalisant un gradient de
température pour I’amorce UBC-818 avec Tm de 47.9°C (donc la basse T° est de 42.9 °C
et la haute T° est 47.9°C). Les résultats présentés dans la figure 16, montrent une meilleure

amplification avec une température d’hybridation de 43.5°C. Par conséquent, cette

température d’hybridation a été retenue pour les réactions PCR de I’amorce UBCS818.

Figure 15 Photo a: Profil d’électrophorése des 12 répétitions aprés amplification par PCR a gradient; Photo b: gradient de température
en (°C) affiché par le thermocycleur.

Pour chaque amorce un PCR a gradient de température a été effectué pour déterminer la
température d’hybridation optimale. Ainsi les amplifications ont été réalisées selon le
programme d’amplification décrit dans la figure 17.
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Figure 16 Caractéristiques du programme utilisé dans I'amplification ISSR de I'ADN

Analyse des données
La lecture des profils des amorces ISSR est réalisee sur la base de la présence ou
I’absence de différentes bandes amplifiées chez les 55 individus analysés. Le chiffre « 1 »
est attribué pour la présence de la bande et le chiffre « 0 » pour son absence. Ainsi une

matrice binaire a été construite.

A partir de cette matrice binaire des données, nous avons calculé et comparé différents
paramétres permettant d’analyser le polymorphisme intra et inter-populations et entre les

groupes géographiques et bioclimatiques des populations.

Informatisée les marqueurs
Apres la lecture des profils électrophorétiques obtenus pour chaque amorce, le nombre
total des bandes amplifiées, le nombre des bandes polymorphe et le pourcentage du

polymorphisme sont déterminés.

Pour évaluer la capacité des marqueurs ISSR utilisés a révéler le polymorphisme chez

les populations étudiées, plusieurs mesures ont été effectuées.

1) Pourcentage de bandes polymorphes (PBP)

Pour chaque amorce ISSR, nous avons calculé le total des bandes amplifiées, le
nombre de bandes polymorphes et le pourcentage de bandes polymorphes (PBP). Le PBP
est le nombre de bandes polymorphes par rapport au nombre total de bandes révélées.
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2) Contenu informationnel du polymorphisme (PIC)

La qualité d‘un marqueur génétique peut étre calculé par PIC (Polymorphism
Information Content) (Botstein et al., 1980). L‘indice du contenu informatif du
polymorphisme permet de mesurer le taux d‘informativité d‘un marqueur génétique ou
d‘un géne en fonction des fréquences de chaque alléle dans une population. Il est calculé

par la formule suivante (De Riek et al., 2001):
PIC=1-[f*+(1-f)?]

Ou f est la fréquence du marqueur dans I'ensemble de données. Pour les marqueurs

dominants, la valeur PIC maximale est de 0,5.
La valeur de PIC s‘approche de zéro quand il n* y a aucune variation allelique.

3) Pouvoir résolutif (Rp)
Pour tester 1’efficacité des amorces utilisées, le pouvoir résolutif (Rp) a été calculé. Le

Rp a été estimé selon la formule de Gilbert et al. (1999) :
Rp= X1Ib Avec Ib=1-2x|05—P|
Ou P : la fréquence des individus possédant la bande 1.

4) Rapport de multiplexe efficace (EMR)
Le rapport de multiplexe efficace ou ’EMR, est estimé a l'aide de I'équation décrit par
Powell et al. (1996) :

n,
EMR = n, (=)

Ou np est le nombre des bandes polymorphes et n est le nombre total des bandes.

On dit que le systéme « amorce-marqueur » est plus efficace lorsque la valeur est plus

élevée.

5) Indice du marqueur (M)

Pour chaque amorce le MI ou I’indice du marqueur est déterminé selon Powell et al.
(1996) comme le produit de PIC et EMR pour balancer le taux de polymorphisme

détecté.
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MI = EMR X PIC

V. Analyse de la diversité génétique du lentisque marocain
Plusieurs parameétres ont été calculés pour décrire la diversité et 1’identification de
notre échantillonnage. A cet égard La matrice binaire a été utilisée par le programme
POPGEN 1.32 (Francis et Yang, 1999).

1) Indice de la diversité de Nei

La diversité entre les cultivars peut étre estimée par la mesure de lI'index GST de Nei
est également une mesure de différenciation génétique entre sous-populations (Nei,
1973). Lorsque les loci sont multialléliques, Nei utilise les indices suivants : la diversité
génétique totale (HT) est la somme de la diversité génétique intrapopulation (HS) et de la
diversité genétique interpopulations (DST) (Crossa et al., 1993). Les hétérozygoties HT
et HS sont calculées sous I’hypothése de Hardy Weinberg et dépendent strictement des
fréquences alléliques observees. Le coefficient de différenciation génétique est calculé

selon la formule suivante :

Hr—Hs | Hs _Dsr

Gor = -
ST Hy Hr Hrp

2) Flux du gene (Nm)

Le flux genétique (Nm) ou le flux de genes est un concept en génétique des
populations qui fait référence au mouvement de génes ou d'alleles entre des populations
croisées d'une espéce particuliére. Lorsque des membres d'un pool de génes s'accouplent
avec des membres d'un autre pool de genes, cela peut modifier les fréquences des alléles,
ayant comme résultat final ’homogénéisation des alleles entre des populations (Slatkin,
1985). A partir des valeurs de GST, le flux de genes (Nm, ou N représente la taille de la
population totale et m la fraction de migrants par génération) entre les cultivars est estimé

selon la formule suivante :

_0,5(1— Ggr)

N
m GST

Plus la valeur de Nm est supérieure a 1, plus I’échange de génes est important.

3) Indice de diversité de Shannon (1)
La diversité génétique au sein de chacune des populations étudiées est estimée par

I‘indice génétique de Shanon (I) et traduisant le degré de diversité d‘une population
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(Bussel, 1999). Plus sa valeur est élevée plus 1’hétérozygotie de la population est

importante (Shannon, 1948). Il est défini par la formule suivante :

I =1Xx (p x Ln(p) + q X Ln(q))
Ou g= (1-fréquence de la bande) 0.5 et p=1-q

4) Distances génétiques et établissement des relations génétiques.

La détermination des distances génétiques entre populations permet d’évaluer le degré
de ressemblance de leurs structures génetiques. Pour calculer les distances génétiques
entre les populations du lentisque étudiées en utilisant la distance de Nei (Nei, 1978), la
matrice des données a été soumise au logiciel POPGEN (version 1.32). Le
dendrogramme peut étre construit sur la base des distances génétiques entre les cultivars.
Il permet de visualiser les regroupements possibles, et en répartissant des entités en
groupes (classes) homogeénes, chaque groupe étant bien différencié des autres. Ainsi, pour
I’établissement de la structure génétique des cultivars étudiés, un dendrogramme a été
construit via la méthode UPGMA sur la base du coefficient de Dice en tant que distance

génétique (Rohlf, 1998) en utilisant le programme informatique NTSYS PC version 2.02.

5) Test de corrélation de Mantel

L objectif souhaité a été de rechercher si la répartition des populations du lentisque
étudiées était associée a leur distribution géographique. Pour ce faire, le test de Mantel
qui évalue la corrélation entre deux matrices de ressemblance a été effectue (Mantel,
1967). Dans notre étude, la corrélation entre une matrice de distances génétiques et une
matrice de distances géographiques a été calculée grace au programme Mx Comp de
NTSYS PC version 2.02g.

6) Analyse de la structure génétique des populations du lentisque marocain
étudiées.

Pour la détermination du nombre de groupes présents dans 1’échantillon et
I’assignation des populations & ces groupes une méthode bayésienne a été utilisée. Une
des premieres méthodes basées sur un modeéle explicite permettant de détecter la structure
génétique des populations a été proposée par Pritchard et al. (2000) ; elle est implémentée
dans la premiere version du logiciel STRUCTURE. Il s’agit d’un mod¢le hiérarchique
bayésien qui constitue la base de nombreuses méthodes actuelles. Le modele de
STRUCTURE suppose I’existence de K populations (non prédéfinies), et chacune d‘entre

elles sont caractérisée a chaque locus par un ensemble de fréquences alléliques. Pour cela,
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nous avons effectué¢ I’analyse par la méthode de STRUCTURE en utilisant le modéle
admixture (Mélange des populations) avec 1’option fréquences des alleles corrélées
(Falush et al., 2003). La longueur de la période initiale « burn-in » a été réglée a 50000
pour un nombre total de permutations MCMC (Markov Chain Monte Carlo) de 1000
pour un nombre de clusters (K) allant de 2 a 11 avec 20 répétitions indépendantes pour
chaque K. Pour identifier le nombre optimal K expliquant la structure génétique des
cultivars, nous avons utilisé le logiciel Structure Harvester (Earl & vonHoldt, 2012) est
un des logiciels implantés dans internet (http: I
taylor0.biology.ucla.edu/structureHarvester/#). Ce site web a permis de calculer 1‘indice
ad-hoc AK d‘Evanno et al. (2005) a partir des fichiers zippés des résultats obtenus avec
STRUCTURE. Pour obtenir un alignement optimal des exécutions indépendantes, le
programme CLUMPP version 1.1.2 (Jakobsson & Rosenberg, 2007) a été utilisé pour
calculer la similitude moyenne par paire (H ') des exécutions. La représentation des
résultats a été réalisée avec le logiciel DISTRUCT (Rosenberg, 2004).

V. Résultats et discussion

1) Quantification et qualité d’ADN extrait

La quantification d’ADN extrait par spectrophotométrie a permis de donner des concentrations

comprises entre75 ng/ul et 1620 ng/ul ainsi que le calcul du rapport DO260nm/DO280nm a

donné des valeurs comprises entre 0,9 et 1,9. Ces résultats signifient que I’ADN extrait a partir

des échantillons étudiés est suffisant de point de vue quantitatif et qualitatif (pureté d’ADN)

pour les réactions d’amplification des ISSRs.

En outre, I’estimation de 1’intégrité d’ADN par électrophorese sur gel d’agarose (0.8%) montre

que le profil électrophorétique comporte des bandes claires a haut poids moléculaire, indiquant

que I’ADN extrait au cours de cette étude est non dégradé. (Figure 18).
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Figure 17 : Profil électrophorétique d’ADN extraite sur gel d’agarose 0.8%.MD : Modj ;AO : Ait Yahya Oussaed ; IS
:Issekssi ; LK : Lkbab ; TF : TifrdineBO : Bin El Ouidane ; MR : Mrirte

2) Polymorphisme des marqueurs ISSR
L’optimisation du mélange réactionnel de la PCR et du programme d’amplification a donné des
profils nets et de bonne qualité.
Les figures 19 et 20 témoignent de la clarté des marqueurs et la diversité révélée par les
amorces UBC 807 et UBC 827.
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Figure 18 Profil électrophorétique d’ADN des 11 populations (55 individus) amplifié par 'amorce UBC807.M : marqueur
de poids moléculaire
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Figure 19 Profil électrophorétique d’ADN des 11 populations (55 individus) amplifié par I'amorce UBC827. M : marqueur de poids
moléculaire
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Un total de 121 bandes a été obtenu par les treize amorces ISSR pour toutes les populations
étudiées (Tableaul3). Parmi ces bandes, 110 se sont polymorphes ce qui correspond a un
pourcentage des bandes polymorphes de 98,4% renseignent sur I’existence d’une importante
variabilité génétique chez cette espéce. Le nombre de bandes polymorphes, varie de 5
(UBCB807) a 13 (UBCB861) avec une moyenne de 8 bandes par amorce. Le maximum des
bandes a été généré en présence de I’amorce UBC868 indiquant que ce dernier est tres efficace

pour explorer le polymorphisme de I’ADN au sein des populations étudiées.

Les marqueurs moléculaires utilisés dans le présent travail représentent un outil efficace et
important pour I’analyse génétique du Pistachier. En effet ils ont révélé un grand
polymorphisme (91.21%) chez les individus des populations étudiées, ce pourcentage est
supérieur a ceux trouvés dans des études menées sur d’autres espéces a savoir 91% pour le
Noyer marocain (kabiri et al. 2019). Par contre, ce pourcentage est relativement inférieur a
celui rapporté chez Olea Europaea (100%), (Hess et al. 2000) et 95% pour le prunier (Goulao
et al. 2001).

En outre, ’efficacité des amorces a différencier entre les populations étudiées a également été
abordée en estimant le contenu informatif du polymorphisme (PIC) et le pouvoir résolutif(RP).
L’estimation du (PIC) montre des valeurs variant de 0,74 pour UBC 807 a 0,90 pour UBC 861
avec une moyenne de 0,79 (Tableau 13). Ce résultat témoigne de la puissance de ces amorces
pour différencier entre les populations du pistachier. Selon Botstein et al. (1980), une valeur de
PIC supérieure a 0,50 indique un locus trés informatif. La valeur moyenne du PIC obtenue au
cours de cette étude est relativement inférieure a celle trouve chez le grenadier marocain (Ajal
et al.2014) (PIC= 0,95), par contre le PIC détecté est plus important que ceux trouvés dans
d’autres études en utilisant des marqueurs SSR a savoir, I’étude d’Ebrahimi et al. (2016), sur la
diversité génétique de différentes accessions du Noyer a travers le monde (PIC= 0,67). Ainsi,
les valeurs obtenues au cours de ce travail montrent une variation génétique considérable du
Pistachier lentisque marocain, qui devrait considérée pour les futurs programmes de sélection et

de conservation.

Le pouvoir résolutif (RP), qu’est un parameétre utilis€¢ pour déterminer la capacité des amorces a
différencier les populations, a enregistré des valeurs s’étendant de 2,18 (UBC 807) a 9,53
(UBC 868). Prevost et Wilkinson (1999) ont rapporté une relation linéaire forte entre la

capacité d'une amorce a distinguer entre les génotypes et les Rp. Dans la présente étude, la
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valeur moyenne obtenue de Rp pour les amorces ISSR utilisées était de 4,89 (Tableau 13).
Cette valeur est supérieure a celle trouvée par Noor Shar et al. (2016) (Rp= 2, 37) chez le
Noyer indien par les marqueurs SSR, mais elle est inférieure a celle rapportée chez le Noyer

marocain par des marqueurs ISSR (Kabiri et al. 2019) (Rp=4,91).

A partir de ces résultats, on peut conclure d’une part, I’existence d’un important
polymorphisme moyennant des marqueurs ISSR et d’autre part, la grande capacité de ces

marqueurs dans I’estimation de la diversité génétique entre les populations étudiées.
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Tableau 11 Parameétres de la variation génétique révélé par les 13 amorces ISSR
Ta: Température d’hybridation ; PBP : Pourcentage des bandes polymorphismes I : L’indice de la diversit¢ da Shannon; Ht: la diversité
génetique totale ; RP : le pouvoir resolutif ; PIC : Contenu informatif du polymorphisme.

. Size range Total Number o_f
Amorce Sequence Ta (°C) (bp) number  polymorphic  PBP (%) PIC Rp EMR Ml
of bands bands

UBC 807 (AG) 8T 45,1 1500-400 5 5 100,00 0,74 2,18 500 3,70
UBC 810 (GA) 8T 44,1 1800 7 7 100,00 0,83 418 7,00 581
UBC 811 GA7(éG) 46,1 1500-450 8 7 83,33 0,84 287 6,13 515
UBC 827 (AC) 8G 47,9 2036-396 9 9 100,00 0,83 3,40 9,00 7,47
UBC 828 (TG) 8A 52,8 1800-506,5 8 4 50,00 0,23 436 2,00 0,46
UBC834 (AG)8YT 47,6 1800-298 10 10 100,00 0,81 3,63 10,00 8,10
UBC836 (AG)8YA 48,3 1400-300 9 9 100,00 0,83 454 9,00 747
UBC 840 (GA)YT 46,5 1400-300 8 8 100,00 0,80 280 8,00 6,40
UBC841 (GA)8YC 47,1 1800-310 9 9 100,00 0,86 585 9,00 7,74
UBC855 (AC)8YT 45,5 1636 12 8 66,67 0,88 6,65 533 4,69
UBC 861 (ACC) 6 52 1700-310 13 13 100,00 0,90 8,11 13,00 11,70
UBC 868 (GGA) 6 50 1600-350 14 12 85,71 0,91 953 10,29 9,36
UBC 889 BDB7(AC) 34,3 1500-450 9 9 100,00 0,86 552 9,00 7,74

Moyenne 101 8 91,21 0,79 489 7,90 6,60

Total 110 - - - - -
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3)

Indice de Shannon (1) et diversité génétique totale(Ht)

Diversité genétique des populations

L’indice de la diversité de Shannon a enregistré des valeurs comprises entre 0,26

pour I’amorce UBC 840 et 0,55pour I’amorce UBC 861 avec une moyenne de 0,47
(Tableau 14).

En outre, les résultats montrent une grande valeur de la diversité génétique totale

(Ht= 0,31) ce qui indique la présence d’une variabilité génétique trés importante chez le

lentisque.

La grande diversité génétique obtenue au sein du pistachier lentisque marocain est

en accord avec la tendance générale des espéces ligneuses pérennes (Ht= 0,28 obtenue de
175 études) et des angiospermes (Ht=0,28 obtenue de 73 études) (Hamrik et al. 1992).

Tableau 12 parametre d’estimation de la diversité génétique entre individus

Locus Gst Nm Ht Hs Fst I
1 UBC 807 0,44 0,83 0,33 0,19 0,42 0,50
2 UBC 810 0,53 0,75 0,37 0,17 0,53 0,54
3 UBC 811 0,50 0,47 0,28 0,13 0,54 0,43
4 UBC 827 0,35 1,43 0,28 0,17 0,38 0,46
5 UBC 828 0,42 0,76 0,3 0,18 0,40 0,47
6 UBC 834 0,30 1,59 0,22 0,19 0,14 0,34
7 UBC 836 0,50 0,70 0,28 0,10 0,63 0,42
8 UBC 840 0,22 1,50 0,16 0,13 0,17 0,26
9 UBC 841 0,55 0,50 0,37 0,22 0,40 0,55
10 UBC 855 0,38 1,66 0,34 0,16 0,54 0,50
11 UBC 861 0,47 0,78 0,34 0,15 0,56 0,55
12 UBC 868 0,43 0,86 0,38 0,25 0,34 0,54
13 UBC 889 0,52 0,58 0,36 0,20 0,45 0,53
Average 0,43 0,95 0,31 0,17 0,42 0,47
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4) Analyse de la variance moléculaire
L’analyse de la variance moléculaire (AMOVA) a montré que 42 ,4 % (Fst= 0,424) de la
variabilité génétique se trouve entre les populations alors que 57,24 % se trouve au sein
des populations (Tableau 15). D’aprés Hamrick et al (1992), la plupart de la variation
génétique des especes allogames anémophiles réside au niveau intrapopulation. En effet,
le pistachier lentisque est une espece allogame a pollinisation anémophile (Hans, 2007).

La valeur de Fst obtenue au cours de ce travail (Fst= 0,427) indique que les populations
sont trés largement différenciées ce qui est en concordance avec la valeur faible du flux
du gene (Nem=0,42). En effet, Wright (1951) a suggéré qu’une valeur de Fst comprise
entre 0 - 0,05 indique une faible différenciation, 0,05 - 0,15: différenciation modérée,
0,15 - 0,25: grande différenciation et plus de 0,25 indique une trés grande différenciation.
Un résultat similaire a été révélé chez les populations naturelles d’ Atriplex halimus (Fst=
0,33) par Bouda et al. (2013, 2019). En utilisant les marqueurs RAPD et les séquences

nucléotidiques de I’ADN ribosomique.

Le flux du gene estimé entre populations est trés faible ce qui indique la présence d’un
manque de brassage génétique qu’on pourrait expliquer par des facteurs écologiques

reliées a 1’¢loignement et I’isolement des populations étudiées.

Les résultats de ’AMOVA hiérarchique ont montré un faible pourcentage de variation
génétique entre les groupes géographiques (3,76%) (Haut Atlas, Moyen Atlas et
Littorale) et bioclimatiques (-0,94%) (Humide, Semi- Aride et Aride) des populations
(Tableau 15). Ce résultat indique que le bioclimat et 1’origine géographique n’ont pas eu
un effet sur la structuration génétique des populations étudiées. Ceci laisse penser a

I’absence d’une adaptation locale de ces populations aux conditions du milieu.
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Tableau 13 Analyse de la variance moléculaire et F- statistique entre les populations et les
groupes géographiques et bioclimatiques

Source de variation d.f. Somme ) Variance Per_centage of F- Statistique
€s carres components variation

Total

Inter- populations 10 156455 2.46818va 42.76

Intra- populations 44 1454 3.30455 vb 57.24 Fsr=0.42

Hierarchical

Inter- groupes géographiques 2 36.895  0.22014 va 3.76 Fer= 0.03761

Inter-populations au sein du groupe g 11956 2.32809 vb 39.78 Fsc= 0.41332

Inter- populations 44 1454 3.30455 vc 56.46 Fsr= 0.43539

Inter groupes bioclimatic 2 30.543 -0.05409 va -0.94 Fcr=-0.0943

Inter populations au sein groupes 8 125911 2.48687 vb 43.35 Fsc=0.42941

inter populations 44 145.4 3.30455 vc 57.6 Fsr=0.42403

Total 54 301854 573

Au cours de cette étude, nous avons aussi déterminé les indices de FST spécifiques a chaque
population (Tableau 16). Les résultats ont montré que la valeur la plus élevée a été enregistrée
chez la population LKBAB (FST= 0,447). Ce résultat signifie que cette population est la plus
divergente ou différenci¢e du reste. A 1’encontre, la population IMMI OUDARE a obtenu la plus

faible valeur de FST (0,325) indiquant qu’elle est la moins différenciée des restantes.

Tableau 14 Indices des FST spécifiques aux populations étudiées

Population code Fst
Modj MO 0.334

Ait Yahya Oused AO 0.397
IMMI Oudar 10 0.325
Issekssi IS 0.372
Tifardine TF 0.372
Tighssaline 11 TI 0.403
Bin El Ouidane BO 0.416
Mrirte MR 0.384
Ikbab LK 0.447
Azilal AZ 0.409
Tlghssaline | TI 0.397
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5) Relation et structure génétique des populations
Dans le but de déterminer les relations génetiques entre les 11 populations étudiées, une
matrice des données binaires a été mise en place pour estimer les distances génétiques entre les

populations (Tableau 17).
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Tableau 15 Matrice de distances génétiques entre paire de populations calculée selon la formule de Nei (au-dessous de la diagonale) et géographiques en Km (au-dessus de la diagonale)

MDJ AYO IMO ISK TIF TG I BO MRI LKB AZ| TG I
MDJ 0,000 136 508 15 10 118 49 171 133 61 110
AYO 0.108 0,000 616 138 127 22 178 71 15 204 14
IMO 0,115 0,202 0,000 518 649 627 498 690 711 443 689
ISK 0,140 0,175 0,126 0,000 25 126 30 185 148 58 134
TIF 0,106 0,140 0,084 0,079 0,000 118 53 162 124 81 110
TGl 0,221 0,218 0,212 0,257 0,197 0,000 152 52 18 186 8
BO 0,278 0,380 0,307 0,284 0,244 0,325 0,000 212 175 28 160
MRI 0,284 0,229 0,291 0,329 0,226 0,240 0,251 0,000 64 238 44
LKB 0,194 0,158 0,193 0,167 0,097 0,147 0,203 0,118 0,000 200 26
AZ| 0,205 0,197 0,299 0,295 0,263 0,270 0,165 0,206 0,169 0,000 194
TGl 0,142 0,113 0,157 0,146 0,094 0,142 0,262 0,204 0,092 0,205 0,000
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Les résultats obtenus montrent que les distances génétiques varient entre 0,079 enregistrée chez
la paire Issekssi/ Tifirdine et 0,380 pour la paire Ait Yahya Oussed/ Bin El Ouidane,
indiquant I’existence d’une variabilité trés importante. En outre, la distance génétique entre les
deux populations les plus proches géographiquement (Tighssaline 1/Tighssaline 1l ; 8Km) est
égale 0,142, alors que la distance génétique entre des populations géographiquement plus
distantes (IMMI Qudar/Tifrdine ; 649Km) est égale 0,084, ce qui suggére I’absence d’une
corrélation entre les distances génétiques et géographiques. En effet, le résultat du test de
Mantel n’a pas révélé une corrélation significative entre les distances génétiques et
géographiques (r= 0,074 ; P=0,628 ; t=0,328).Par conséquent, la structuration des populations
ne suit pas un modele d’isolation par distance. Ce résultat est en accord avec celui trouvé par
Bouda et al. (2013, 2019) chez Atriplex halimus.

En outre, les relations génétiques entre populations ont été davantage reconstruites par la
méthode d’agrégation de Neighbor- Joining (NJ) a partir des coefficients de similarité de Dice.

Sur le dendrogramme (Figure 21), cing groupes de population peuvent étre identifiés :
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Figure 20 Dendrogramme montrant les relations génétiques entre 55 individus de Pistachier lentisque, construit selon la méthode UPGMA et basé sur les
coefficients de similarité de Dice. AO : Ait Yahya Oussaed ; AZ : Azilal ; BO : Bin El Ouidane ; IM : Immi Oudar
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Le premier groupe (1) comporte 33 individus :

e Onze individus appartenant au Haut Atlas: population Modj (M1-M2-M3-M5),
population Isseksi (11-12-13-14) et population Tifrdine (T1-T3-T4)
e Dix-sept individus d’origine du Moyen Atlas : population Lekbab (L1-L2-L3-L4-
L5), population Tighssaline Il (TGII1-TGIH3-TGII4-TGII5), population  M’rirt
(MR2-MR3-MR4-MR5), population Tighssaline | (TGI1-TGI3-TGI4) et population
Ayt Yahya Oussad (Al) avec un seul individu
= Quatre individus du littorale : population immiouadar (IM1-IM3-1M4-IM5),
Le deuxieme groupe (I1) est constitué seulement d’un seul individu de la population
de Tifrdine (T5) du haut Atlas.
Le troisieme groupe (111) : inclut dix-neuf individus :
= Moyen Atlas : quatre arbres de la population Ayt yahya oussad (A2-A3-A4-
Ab), Tighssaline 1l (TGI2) et Tighssaline | (TGI5)

= Haut Atlas: tous les arbres des populations Bin ElI Ouidane (BO1-BO2-
BO3-B0O4-B05) et Azilal (AZ1-AZ2-AZ3-AZ4-AZ5), un arbre de chaque population
Modj (M4), Isseksi (15), Tifridine (T2),

Le quatriéme groupe : a I’instar du groupe II, le groupe IV ne comprenait qu'un

seul arbre de la population de M'rirt (MR1) du Moyen Atlas.

Le cinquiéme groupe : comprenait deux arbres,

= Le littorale I’un de la population ImiOuddare (IM2)
= Moyen Atlas de la population Tighssaline Il (TGI12).

D’autre part, le dendrogramme montre que les 55 arbres de Pistacia lentiscus
analysés appartiennent a 53 haplotypes différents, reflétant ainsi une diversité génétique intra-
populationnelle élevée. En effet, seulement deux paires d’arbres, une dans la population de
Bin El Ouidane et une aussi dans la population de Mrirte ont des phénotypes ISSR identiques,
suggérant que chaque paire d’arbres appartient au méme génotype. Le dendrogramme a
montré aussi que la plupart des individus de chaque population tend a se regrouper ensemble
et, par conséquent, sont génétiquement plus proches que des individus appartenant aux autres
populations.

Afin de bien étudier la structuration génétique des populations étudiees ; nous avons

entamé une approche basée sur un modéle bayésien. La méthode d’Evanno (2005) permet de
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déterminer le nombre K des groupes, en se basant sur AK. Le résultat obtenu montre que la

valeur maximale de AK (AK=9, 3) a été perpendiculaire avec K=5 (figure 22), ce qui indique

que le regroupement génétique le plus représentatif est constitué de cing groupes (Figure

23) :

Groupe 1(en rouge) : ce groupe est formé par des individus des deux
populations originaires du Haut Atlas appartenant aux zones semi-arides :
Bin El Ouidane (BO1, BO2, BO3, BO4 et BO5) et Azilal (AZlet AZ3).Tous
ces individus ont eu un coefficient d’appartenance compris entre 0,99 et 0,87
sauf un individu d’Azilal (AZ 3) qui peut étre considéré comme admixture
(métis).

Groupe 2(en vert) : Ce groupe constitué d’une seule population de Mrirte
(MR1, MR2, MR3, MR4 et MR5) appartenant du Moyen Atlas (Zone
humide) plus un individu de Lkbab (LK1) appartient a Moyen Atlas (Zone
semi-aride), deux individus de ce groupe sont des admixtures (LK1 et MR1).
Groupe 3 (en bleu) : Ce groupe formé de trois populations du Moyen Atlas
(zone semi-aride) : Tighssaline I (TI1, Tl4 et TI5), Tighssaline Il (T111, T1I3,
T4 et TII5) et Lkbab (LK2, LK3, LK4 et LK5) plus un individu appartient
au Haut Atlas (Tifrdine 5), tous les individus de ce groupe ont un coefficient
d’assignation compris entre 0,8 et 1 a I’exception de LK3 et LKS.

Groupe 4 (en jaune) : constitué de la plupart des individus de trois
populations du Haut Atlas (zones semi-arides) : Tifrdine (TF1, TF2, TF3 et
TF4), Issekssi (IS1, 1S2, 1S3 et 1S4) et Modj (MD1, MD3 et MD5) plus la
population d’Immi Oudar (IM1, IM2, IM3, IM4 et IMS5) appartenant au
littorale (zone aride).Tous les individus ont un coefficient d’appartenance
compris entre 0,8 et 1 excepté un individu de Tifrdine (TF2) qui peut étre
considéré comme admixture.

Groupe 5 (en rose) : Formé d’un mélange des individus appartenant au sept
populations qui ont des origines géographiques et bioclimatiques
différentes : Ait Yahya Oussed( Haut Atlas) (AO1, AO2, AO3, AO4 et
AO05), MODJ ( Haut Atlas) (MD2et MD4), Issekssi ( Haut Atlas) (1S5),
Azilal ( Haut Atlas) (AZ2, AZ4et AZ5), Tighssaline 1I(Moyen Atlas) (
TI12), Tighssaline 1 (Moyen Atlas)(TI2 et TI3) et Immi Oudar (Littorale)
(IM2) . Tous les individus de ce groupe ont un coefficient d’assignation
compris entre 0,8 et 1 a I’exception de TI3, MD2, AZ2 et AZS.
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A partir des résultats du dendrogramme et d’analyse bayésienne, on conclut, d’une part
que la structure génétique des populations analysées du pistachier lentisque marocain se fait
en cinq groupes, et que cette structuration des populations s’est opérée indépendamment de
I’origine géographique. Ce résultat est en accord avec celui trouvé par Kabiri et al (2019)
chez le noyer marocain. Par contre, il est en désaccord avec le résultat obtenu par wahid et al
(2014) qui a montré par les isoenzymes que la structuration des populations naturelles de pin
maritime marocain s’effectue en relation avec le type de la chaine montagneuse. D’autre
part, le regroupement des populations se fait indépendamment aussi de leurs bioclimats, ce
qui a été confirmé par la faible variation génétique révélée par I’AMOVA entre les groupes

bioclimatiques des populations étudiées.

Deltak = mean(|L"(K)}]) / sd(L(K))
10

Delta K

K

Figure 21 Représentation graphique permettant de déterminer le nombre des groupes le plus représentatif.
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Figure 22 Regroupement génétique des populations de lentisque obtenu par I’analyse STRUCTURE
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6) CONCLUSION :

Les résultats obtenus ont montré clairement que les marqueurs ISSRs utilisés au cours de la
présente étude, se sont avérés trés efficaces en terme de mise en évidence du polymorphisme
moléculaire chez le lentisque, ainsi que pour I’exploration des relations genétiques entre les
populations considérées. L’utilisation des huit amorces ISSR a révélé un pourcentage de
polymorphisme trés ¢élevé (91,21%) traduisant 1’existence d’une importante variabilité

génétique chez le pistachier lentisque marocain.

L’analyse moléculaire de la variance a montré que la grande part de la variation géenétique
réside au niveau intrapopulation avec une trés large différenciation des populations. Le flux

de génes entre populations a été tres limité.

L’analyse de la diversité génétique des 11 populations naturelles de pistachier lentisque a
montré sa structuration en cing groupes indépendamment de leurs origines géographiques et

bioclimats.

L’ensemble de ces résultats exige un mode de conservation convenable et durable face a
I’érosion génétique des ressources génétiques du pistachier lentisque au Maroc. Ainsi,
échantillonner a partir d’un petit nombre de populations, particulierement les plus variables,

est suffisant pour garder la majorité de la diversité génétique de cette espece spontanée.
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DISCUSSION ET CONCLUSION GENERALE

L’¢tude présentée au cours de ce travail a porté sur la caractérisation du patrimoine
local marocain du lentisque. Elle a pour but de participer a une dynamique de
gestion et de conservation d’un patrimoine trés riche et exposé a une érosion
génetique. Dans ce sens, le grand intérét que suscite actuellement la culture des
especes forestieres naturelles et la mise en valeur de ses produits et sous-produits
devrait aller de pair avec la mise en place d’un programme nationale visant la
caractérisation de la diversité genétique de ces espéces au niveau des principales
zones d’habitat de notre especes cibles. Il s’agit en effet d’une étape clef qui devrait
déboucher sur la mise en place des collections variétales regroupant les principaux
génotypes locaux identifiés et caractérisés génétiqguement. Ainsi, le présent travail
constitue une contribution a ce programme a travers la mise en valeur du potentiel
des techniques de marquage génétique a [’aide des marqueurs pomo-
morphologique, caractérisation biochimique et ISSR pour la caractérisation de la
diversité génétique du lentisque au Maroc vue que ces résultats sont uniques, a nos
jours, aucune étude n’est disponible pour les populations marocaines.

La premiere partie du travail réalisé a été basée sur la caractérisation pomo-
morphmogique des populations spontanées étudiés a 1’aide des descripteurs
internationaux permettant ainsi leur identification, la recherche des marqueurs les
plus informatifs et I’analyse des relations phylogénétiques entre les populations et
avec les sites d’origines. Les 11 populations analysées a ’aide de 24 caracteres
pomo-morphologique, ont permis d’identifier :

. Du point de vue morphologique, les mensurations des feuilles sur des onze
populations ont montré des différences remarquables pour ce qui est de la couleur,
largeur et de la longueur des feuilles. Les populations de MR et BO se distinguent
essentiellement par une couleur verte, une langueur et une largeur plus élevé que
les autres populations.

. Du point de vue pomologique, les différences sont assez appréciables en ce
qui concerne le poids des fruits de MR, BO, Ti et 10 par rapport a MD, IS, et AO et
aussi on constate une variabilité remarquable entre les populations dans ce qui
concerne la taille du fruit avec la plus grande taille est enregistré chez la population
de BO avec une longueur de 5,26 cm et une largeur de 5,59 cm.
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. . L’analyse de la variance ainsi que la comparaison des moyennes des
caracteres morpho-pomologique étudiés ont révélé une diversité importante a
I’intérieur et entre les différentes provenances correspondant a des bioclimats
différents (P< 0.001). La population de M’rirt montre une longueur des feuilles
(7,80 cm) plus éleve par rapport aux autres populations et la plus petits et enregistré
chez la population de Lkbab (5,46 cm), tandis que, ce caractere a une corrélation
positive significativement avec la langueur de I’amande (r= 0.46***),

. L’analyse de la composante principale permis, par la suite, la séparation de
ces populations en quatre groupes malgré leur rapprochement géographique. La
variabilité morpho-pomologique de cette espéce au Maroc peut étre due aux
conditions écologiques, et les mécanismes physiologiques impliqués.

La deuxiéme partie du travail a été fondée sur la caractérisation biochimique des
populations étudiés en se basant sur le dosage de quelques parameétres biochimiques
qui nous permet ’identification et la recherche des marqueurs les plus informatifs
et I’analyse des relations phylogénétiques entre les populations et avec les sites
d’origines. Les 11 populations analysées a I’aide de 11 caracteres biochimique, ont
permis de conclure :

. Les résultats de I’analyse de la variance ont montré 1’existence d’une
variabilité significative (p<0,05) entre les populations pour la teneur en sucre
totaux, en teneur en matiére séche et en teneur en fibres.

. Une corrélation positivement significative a eté détectée entre matiere
organique (MO%) matiere séche (MS%) aussi bien la teneur en azote total et la
valeur énergétique (r = 0.92 et 0.962). A ’encontre, des corrélations négativement
significatives ont été enregistrées entre la matiere séche et la matiere minérale, et la
teneur en matiere grasse et les carbohydrate (r = -0.217, -0.379).

. Les résultats de I’analyse en composantes principales ont montré la
dispersion des 11 populations étudiés en 4 groupes indépendamment de leur
proximité géographique. Ce regroupement a été confirmé par la classification
hiérarchique (dendrogramme).

La troisieme partie du travail a été fondée sur I’identification moléculaire des
populations étudiés en se basant sur des marqueurs moléculaire ISSRs qui nous
permet I’identification et la recherche des marqueurs les plus informatifs et

I’analyse des relations phylogénétiques entre les populations et avec les sites
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d’origines. Les 11 populations analysées a 1’aide de 13 amorces, ont permis de
conclure :

. L’utilisation de treize amorces a produit 121 marqueurs dont 110 sont
polymorphes qui correspondent a un pourcentage de polymorphisme de 91,21 %.
Le nombre de marqueurs polymorphes varie de cinq (UBC807) a douze (UBC868)
avec une moyenne de huit marqueurs par amorce. Les valeurs moyennes du PIC,
RP, I et Ht ont été respectivement de 0,79 ; 4,89 ; 0,47 et 0,31. Ceci indique d’une
part, que les marqueurs ISSRs utilisés représentent un outil efficace et important
pour I’analyse génétique du Pistachier lentisque et d’autre part, I’existence d’une
grande variabilité génétique chez le pistachier lentisque.

. L’analyse de la variance moléculaire (AMOVA) a montré que la majeure
part de la variabilité genétique se trouve au niveau intra population (57,24%). Les
populations étudiées se sont montrées tres largement différenciées (FST=0,42) en
concordance avec un flux de genes trés restreint entre elles (Nem=0,42).
L’AMOVA hiérarchique a montré un faible pourcentage entre les groupes
géographiques (3,76%) et bioclimatiques (-0,94%) formés par 11 populations.

. La distance génétique entre les populations a révélé que les populations
d’Issekssi et Tifirdine sont les plus proches génétiquement (0,079), alors que celles
d’Ait Yahya Oussed et Bin El Ouidane sont les plus divergentes (0,380). D’ailleurs,
les distances géographiques entre populations n’ont pas expliqué leurs
correspondantes distances génétiques d’apres le test de Mantel (r= 0,074 ; t= 0,328
; P=0,628).

. La structure génétique des populations en cing groupes obtenue a partir des
analyses Neihbour-joining et Structure, ne correspond pas a leurs bioclimats et

origine géographique.
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Perspectives du travail
Les analyses de la diversité génétique entreprise a l’aide des marqueurs pomo-
morpholpgique, la carracterisation biochimique et moléculaires ont montré une forte
variabilité des populations du lentisque marocain. L’ensemble des résultats recueillis a partir
de ces analyses, peuvent étre utilisé pour définir une stratégie d’amélioration et de gestion
des ressources genétiques de cette espéce. Pour compléter ces résultats, nos recherches

doivent étre poursuivies par :

- Une étude plus exhaustive, englobant des populations d’autres régions au Maroc,

pour mieux cerner la gamme de la variabilité de cette espéce.

- Mettre en évidence les potentielles activités biologiques tout en déterminant avec

précision les molécules présentes et responsables de ces activités.

- Une analyse lié aux caracteres agronomiques d’intérét (stress hydriques, amendement
organique et autres) chez cette espéce et de continuer I’étude du polymorphisme génétique

par d’autres types de marqueurs comme les marqueurs (SSR, SNP...).

- Elaboration des relations entre les marqueurs et les outils de la diversite genetique et
les traits agronomiques d’intérét (production agricoles et aliment de betails).
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