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Résumeé

L’objectif de ce travail a été d’estimer et de comparer la diversité génétique
intra et inter-population de Balanites aegyptiaca dans les régions sahélo-
sahariennes en Mauritanie et aussi d’analyser et comparer la composition
physicochimique des fruits.

Une enquéte ethnobotanique, réalisée aupres de 70 personnes a Nouakchott, a
montré que toutes les parties de la plante sont utilisées par la population
mauritanienne a des fins alimentaires, médicinales et fourrageres. Les fruits et
les feuilles restent les parties les plus utilisées.

L'analyse physico-chimique a révélé que la pulpe de fruit de B. aegyptiaca est
une bonne source de sucres (33 g/100 g MS), de composés bioactifs
(polyphénols, flavonoides, tannins), avec une activité antioxydante relativement
importante. Les graines sont riches en lipides (46,2 g/100 g MS) et en protéines
(29,5 g/ 100 g MS). D’autre part, 16 amorces ISSR, ont été utilisées pour
évaluer la diversité génétique de B. aegyptiaca. A partir de ces amorces, 505
bandes polymorphes ont été générées avec une moyenne de 31,5 fragments par
amorce. Les principaux parametres (PIC, MI, et RP) ont montré que les
marqueurs utilisés présentent une informativité moyenne. Le coefficient de
différenciation génétique (GST) est de 0,2 ; il a été confirmé par I'Analyse de
Variance Moléculaire (AMOVA). Cette derniere a révélé que 80% de variations
génétiques sont intra-populations et 20% entre les populations. Cette répartition
de la variabilité est justifiée par a un flux de genes élevé (Nm = 1,91). Le
dendrogramme (UPGMA ) basé sur le coefficient de similarité de Jaccard, PCoA
et 'analyse de la structure génétique ont divisé les sept populations en deux
principaux groupes. Un des groupes contient seulement les deux populations de
la zone saharienne (Chami et Tazyazet). Ces résultats constituent des données
de base pour les programmes de conservation de cette ressource génétique
négligée.

Mots-clefs : Balanites aegyptiaca (L.) Del., physico-chimie, activité antioxydante,
diversité génétique, conservation, Mauritanie




Abstract

The objective of this work was to estimate and compare the intra and inter-
population genetic diversity of Balanites aegyptiaca in the Sahelo-Saharan
regions in Mauritania, and also to analyse and compare the physicochemical
composition of the fruits.

An ethnobotanical survey carried out among 70 people in Nouakchott showed
that all parts of the plant are used by the Mauritanian population for food,
medicinal and fodder purposes. Fruits and leaves remain the most used parts.
The physico-chemical analysis revealed that the fruit pulp of B. aegyptiaca is a
good source of sugars (33 g/ 100 g DM), of bioactive compounds (polyphenols,
flavonoids, tannins), with a relatively important antioxidant activity. The seeds
are rich in lipids (46.2 g / 100 g DM) and proteins (29.5 g / 100 g DM). On the
other hand, 16 ISSR primers were used to assess the genetic diversity of B.
aegyptiaca. From these primers, 505 polymorphic bands were generated with an
average of 31.5 fragments per primer. The main parameters (PIC, M1, and RP)
showed that the markers used present medium informativity. The coefficient of
genetic differentiation (GST) is 0.2; it was confirmed by the Analysis of
Molecular Variance (AMOVA). The latter revealed that 80% of genetic
variations are intra-populations and 20% between populations. This distribution
of variability is justified by a high gene flow (Nm = 1.91). The dendrogram
(UPGMA) based on Jaccard's coefficient of similarity, PCoA and genetic
structure analysis divided the seven populations into two main groups. One of
the groups contains only the two populations of the Saharan zone (Chami and
Tazyazet). These results provide basic data for conservation programs for this
neglected genetic resource.

Key Words: Balanites aegyptiaca (L.) Del., physico-chemistry, antioxidant activity,
genetic diversity, conservation, Mauritania
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Introduction Génerale




Introduction

Les arbres sylvopastoraux notamment ceux des régions arides et hyperarides constituent
I’une des bases de I’alimentation de ’homme et de son bétail dans ces milieux extrémes. Ils
jouent par ailleurs un role écologique important par la protection contre la désertification qui
caractérise ces régions. Les arbres fruitiers peuvent aussi constituer une source importante de
substances naturelles, issues de leur métabolisme secondaire, tres recherchées pour applications
en industries agroalimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques. La valorisation de ces plantes
et de leurs substances contribuerait ainsi a 1’amélioration des revenus des populations dans les

zones rurales, d’ou leur appréciable impact socio-économique.

Balanites aegyptiaca Del. ou dattier du désert est une dicotylédone pérenne tres
répandue dans les régions arides d’ Afrique, d’Asie du sud et du Moyen-Orient (Hall et Walker.,
1991). Sa distribution en Afrique s’étend de la Mauritanie a I'Ouest jusqu'en Somalie a 'Est et
de ’Egypte au Nord jusqu’au Zimbabwe au Sud (Hall., 1992). Sa grande tolérance a la
sécheresse lui permet de supporter les stressantes conditions édapho-climatiques de ces régions.
Grace a son systéme racinaire puissant, le dattier du désert peut vivre jusqu’a deux ans sans

pluies (Gardette et Baba., 2013).

Le dattier du désert est un arbre a multiples usages, son bois est résistant aux insectes,
il est un excellent bois de feu et de charbon (Chevallier et al., 2003). Les fruits de cette espece
sont comestibles, utilisés dans 1’alimentation humaine et animal, ainsi qu’en médecine
traditionnelle. Ils sont utilisés pour traiter des maladies comme le diabete, 1’hypertension et
I’asthme (Jain et DeFilipps., 1991; Kamel et al., 1991; Chothani et Vaghasiya., 2011; Gour et
Kant., 2012; Gardette et Baba., 2013). Ses graines (amandes) sont utilis€ées comme maticre
premiere pour I’extraction de 1’huile qui peut étre utilisée dans ’alimentation humaine, en
cosmétique (protection ou régénération de la peau) et dans la préparation de savon (Abasse et
al., 2011; Gardette et Baba., 2013). Le dattier du désert est également une source importante de
saponines, précurseur essentiel dans la synthese de nombreux produits pharmaceutiques,
comme les pilules contraceptives, les stéroides et les anabolisants ainsi que d’autres hormones

sexuelles (Ndoye et al., 2004b; Gardette et Baba., 2013).

En Mauritanie, le dattier du désert a diverses appellations selon les ethnies. Ainsi, il est
dénommé ‘Teichot’ en Hassaniya, ‘Mourtoki’ en Pular, ‘Sekhéné’ en Soninké et ‘Séréné’ en
Wolof. Il est trés abondant dans toute la zone sahélienne du sud et dans une partie de la zone

saharienne hyperaride du nord. Toutefois, cette plante est de plus en plus menacée de disparition




a cause notamment d’une exploitation intensive et incontrdlée (production de charbon,

surpaturage et autres), associée a un taux faible de régénération naturelle de 1’espece.

Malgré I’importance de B. aegyptiaca dans la vie quotidienne des populations locales,
force est de constater que cette ressource génétique, aussi bien que ses produits naturels,
demeurent, en Mauritanie et ailleurs dans son aire de répartition, inexplorés ou sous-exploités.
Un programme de domestication de cette espece a €té€ initié en 2004 au Sénégal (Soloviev et

al., 2004). Une premicere étape a ét¢ d’explorer la variabilité naturelle existante.

En effet, 1’étude de la variabilité des populations naturelles est d’une grande importance

pour les programmes de gestion des ressources génétiques végétales, en ce sens qu’elle permet

la sélection d’écotypes présentant un intérét.

Plusieurs approches sont utilisées pour évaluer la diversité génétique tel que: les criteres
morphologiques, biochimiques ou moléculaires (Agarwal et al., 2008). Chacune de ses

approches a ses avantages et ses inconvénients.

Les marqueurs morphologiques ont 1’avantage d’étre immédiatement disponibles, et
d’étre la mesure la plus directe du phénotype. Cependant, ils sont sujets a des changements dus
a des facteurs environnementaux ; ils peuvent varier selon les stades de développement de la

plante et ils sont en nombre limité.

Les marqueurs biochimiques (isozymes, protéines de réserves des graines) sont mis en
évidence par électrophorese ; ils se caractérisent par la simplicité de mise en ceuvre et leur
caractere co-dominant (isozymes). Cependant, ils sont également soumis aux changements du

milieu et varient avec la nature du tissu et le stade physiologique de la plante (Jaaska., 2005).

Les marqueurs moléculaires s’adressent directement a I’ADN. IIs sont ainsi considérés
comme des outils objectifs de mesure de la variation et donc mieux adaptés a l'analyse de la
diversité génétique que les marqueurs morphologiques et biochimiques. Ils ne sont pas soumis
aux influences de I’environnement; I’ADN peut étre extrait a partir de n’importe quel organe
de la plante et a n’importe quel stade de développement et mieux encore, les marqueurs

moléculaires existent en nombre illimité, couvrant le génome entier.(Kumar et al., 2009).
= Justification de I’étude

Les données de la littérature montrent qu’un pied de dattier du désert produit entre 100

et 150 kg de fruits par an (Chapagain et al., 2009; Elfeel et Warrag., 2011; Abdoun et al., 2017).




De plus une étude, au soudan, datant des années 1980, a montré qu'environ 400 000 tonnes de
fruits pouvaient €tre produites annuellement par les peuplements naturelles de B. aegyptiaca

dans ce pays (Abu-Al-Futuh., 1983)

En effet, d’aprés Abu Al Futuh (1983), les produits et sous-produits de B. aegyptiaca
offraient a cette époque au Soudan, un bénéfice net d'environ 25 millions de dollars par an et
les ressources naturelles de dattier du désert du Soudan pouvaient assurer une couverture de

I’ordre de 50% de la demande mondiale des industries pharmaceutiques en stéroides.

Cette importante production en fruits pourrait potentiellement étre exploitée pour

valoriser cette espece négligée et créer ainsi une valeur ajoutée, notamment par la production

de nombreux produits comme les huiles, sirops, tourteaux pour 1’alimentation animale, les

cosmétiques et en industrie pharmaceutique offrant ainsi une source supplémentaire aux

produits intérieurs bruts des pays du Sahel et du Sahara y compris la Mauritanie.

Parmi les potentiels d'utilisation industrielle du dattier du désert on peut citer les
stéroides, les alcaloides, les huiles, flavonoides, les polyphénols mais surtout les saponines
(sapogénine et diosgénine), qui sont facilement extractible notamment a partir de la pulpe du
fruit avec un rendement de 98%. Les saponines du dattier du désert, communément connues
sous le nom de Balanitines (on connait chez le dattier du désert 7 types différents notés
Balanitine 1 a Balanitine 7), sont des précurseurs pour la préparation pharmaceutique des
cortisones, des pilules contraceptives, des anabolisants et autres hormones sexuelles (Abdel
Hafeez., 1999). Ils possedent par ailleurs, des propriétés cytotoxiques, antifongiques,

antibactériennes, larvicides et anti-inflammatoires (Chapagain et Wiesman., 2007)

Les huiles de la graine du dattier du désert constituent une autre source de valorisation
industrielle de cette espece. En effet, la caractérisation des huiles de B. aegyptiaca a montré
leur richesse en acides gras insaturés comme les acides oléique (C18:1 ; série w9), linoléique
(C18:2 ; série w6) et linolénique (C18:3 ; série w3) ce qui leur confere une qualité comparable
a celle des huiles d’arachide, de sésame ou de soja. De plus, les huiles extraites de la graine de
B. aegyptiaca font actuellement 1’objet d’une valorisation notamment en Mauritanie, méme a
une échelle encore limitée en cosmétique et en alimentation humaine (ces huiles de B.

aegyptiaca, portant le label Toogga sont vendues dans le marché local).

Par ailleurs, le dattier du désert est largement prescrit dans la pharmacopée des

populations dans son aire de répartition notamment dans le Sahel et le Sahara. L’usage de




différents organes de la plante pour le traitement du diabete, la constipation, certaines maladies

infectieuses, ou I’hypertension, et certains cancers, a titre d’exemple, a été rapporté par

plusieurs auteurs (Chevallier et al., 2003; Al Ashaal er al., 2010; Sagna et al., 2014). La

convergence des usages médicinaux de la plante dans son aire de distribution prouve qu'elle

possede des potentialités médicinales et pharmacologiques certaines.

L’intérét de B. aegyptiaca est également écologique. En effet, cette espece est parmi les
rares especes a résister a la grande sécheresse des années 1970 dans le Sahel. Elle est par ailleurs
utilisée a grande échelle pour lutter contre 1’ensablement et la désertification. A cet effet, le
dattier du désert figure parmi la flore autochtone sélectionnée pour la restauration des
écosystemes sahéliens dans le contexte du projet de reforestation panafricaine de la Grande

Muraille Verte (Niang et al., 2014b; Sagna et al., 2014).

Cependant, les ressources génétiques de B. aegyptiaca sont en danger d'extinction en
raison de la destruction de 1'habitat et de la surexploitation de 1'espece (Retallick et Sinclair.,
1992). Cette situation est aggravée par le faible taux de régénération naturelle chez 1’espéce et

un taux de multiplication lent (floraison apres cing a sept ans) (Von Maydell., 1986).

Par conséquent, la protection et la conservation de cette espece forestiere sont
nécessaires pour rehausser le niveau de vie des populations notamment en milieu rural et

améliorer leur bien-étre.

Le dattier du désert a fait I’objet de plusieurs études. Des données sont disponibles sur la
composition physicochimique du fruit (Soloviev et al., 2004; Ahmed et al., 2019), sur sa valeur
nutritionnelle (Moustapha et al., 2014; Amadou et Le., 2017), les connaissances
ethnobotaniques (Chothani et Vaghasiya., 2011; Sagna et al., 2014) ainsi que sur la diversité
génétique des populations naturelles (Domyati et al., 2011; Ahmed et al., 2019). Elles sont

cependant fragmentaires et ne concernent pas la Mauritanie.

= Structuration de la these
Le présent travail est structuré en trois parties :

La premiere partie est consacrée a une syntheése des connaissances sur le B. aegyptiaca :

position taxonomique, description botanique, reproduction biologique, différents usages et




différentes approches pour 1’analyse de la diversité morphologique, biochimique et moléculaire

chez les plantes. Elle présente aussi I’enquéte ethnobotanique sur B. aegyptiaca.

La deuxieme partie décrit le matériel et les méthodes utilisées pour I’analyse de la

variabilité morphologique, biochimique et moléculaire.

La troisieme partie présente les résultats obtenus sous forme d’articles scientifiques, avec
pour chaque article, une introduction, une présentation des résultats obtenus et une discussion

et conclusion des résultats publiés.




PREMIERE PARTIE :

Synthése Bibliographique et

Enquéte Ethnobotanique




PREMIERE PARTIE:

I.1. Synthese Bibliographique

I.1.1. Présentation de Balanites aegyptiaca

I.1.1.1. Taxonomie
Balanites aegyptiaca (L.) Delile ou dattier du désert appartient au regne Plantae, a la

division Magnoliophyta, a la classe de Magnoliopsida, a 1’ordre des Sapindales.

La question de I’appartenance du genre Balanites a la famille Balanitaceae ou a la famille
Zygophyllaceae n’est toujours pas tranchée. En effet, certains auteurs le range, dans la famille
Zygophyllaceae (Sheahan et Chase., 2000), d’autre le considérent comme membre de la famille

monogénérique Balanitaceae (Sands., 2001; Ram et al., 2008., Chothani et Vaghasiya., 2011).

Balanites aegyptiaca est le nom scientifique de 1’espéce, aussi plusieurs synonymes ont
été utilis€és comme : Ximenia aegyptiaca L, Agialida senegalensis van Tiegh., Agialida barteri
van Tiegh., Agialida tombuctensis van Tiegh., Balanites ziziphoides Milbr. et Schlechter,
Balanites latifolia (van Tiegh.) Chiov ( Dial Ndiaye., 1997; Chothani et Vaghasiya., 2011). Le
nom Balanites dérive du grec ; il a ét€ donné pour la premiere fois par Alire Delile en 1813, et
renvoie a la forme de son fruit qui ressemble au gland et aegyptiaca signifie que cette plante a

été trouvée pour la premiere fois en Egypte (Gupta et al., 2012; Salve., 2016).

Par ailleurs une étude cytologique faite par Goldblatt en 1979 a révélé que le nombre
total de chromosome chez le B. aegyptiaca est 2n = 18 (Goldblatt., 1979), contrairement a 2n=

16 signalé par (Mangenot et Mangenot., 1957).

I1 faut noter qu’il existe cinq variétés de B. aegyptiaca présentes en Afrique (Elfeel.,

2004):
Balanites aegyptiaca var. aegyptiaca, la plus répandue en Afrique
Balanites aegyptiaca var. tomentosa présente en Tanzanie
Balanites aegyptiaca var. quarrei présente en Mozambique et en Zambie
Balanites aegyptoaca var. pallida, retrouvé en Somalie et en Ethiope

Balanites aegyptiaca var. ferox présente dans 1’extréme ouest de la bande soudano-

sahélienne




I.1.1.2. Description botanique

a. Appareil végétatif
Balanites aegyptiaca est un arbre épineux dont la hauteur varie entre 5 et 6 m avec un
tronc d’un diametre de 50 cm de diametre (Figure 1). La couronne est arrondie formée d’un
enchevétrement de rameaux armés de longues épines robustes, pouvant atteindre 12 cm de long
(Figure 2). L’écorce est brun-grisatre et profondément fissurée verticalement et écailleuse chez

les vieux arbres.

Figure 1 : Pied de B. aegyptiaca prés de la ville d’Aleg (Wilaya du Brakna) au sud de la
Mauritanie (zone sahélienne).

Les feuilles alternes sont caduques, de coloration vert-grisatre, avec deux folioles

séparées, elliptiques a obovales,courtement pétiolées, mesurant 2,5 a 6 cm de long (Matig et

al., 2006; Chothani et Vaghasiya., 2011).

Figure 2 : Branches de B. aegyptiaca avec feuilles, épines (a gauche). Morphologie de la fleur
(a droite).




b. Fleurs
Les fleurs sont rassemblées en inflorescences de type grappe glomérules ou fascicules a

l'aisselle des feuilles. Elles sont petites, parfumées, discretes, hermaphrodites, actinomorphe et

peu pédonculées (1,2 cm). Le calice et la corolle sont dialysépales avec 5 pieces vertes. Les

sépales sont pubescents, tandis que les pétales sont glabres (Figure 2).

L’androcée est diplostémone et composé de 10 étamines disposées sur 2 cycles
alternatifs de 5. Le pistil de B. aegyptiaca est glabre et présente a maturité 5 papilles capables
de retenir de nombreux grains de pollen. Au-dessus du réceptacle floral, il y’a un disque
intrastaminal nectarifere vert qui secrete un nectar abondant. L'ovaire est divisé en 5 carpelles,
chacun d’entre eux contient un ovule anatrophe présentant une placentation axiale (Ndoye et

al., 2004b; Matig et al., 2006; Chothani et Vaghasiya., 2011).

c. Fruit ou Tougga
Le fruit de B. aegyptiaca est dénommé Tougga en Hassania, Mortodé en Pular, Sexéné
en Soninké et Sump en Wolof. C’est une drupe éllipsoide, d’environ 2,5 a 5 cm de long et de

1,5 a 4 cm de diametre (Figure 3).

Le fruit immature est vert et tomenteux, il devient jaune et glabre a maturité (Figure 3 ;
Figure 4). La pulpe est douce-amere et comestible, son golit sucré révele la présence de
glucides, essentiellement sous formes de glucose, de galactose et de rhamnose (Hardman et
Sofowora., 1971; Bravo., 1998; Hollman et Katan., 1998; Beka et al., 2011; Chothani et
Vaghasiya., 2011). Le fruit est pulpeux avec un épicarpe mince et dur, un mésocarpe (la pulpe)
brun foncé et un endocarpe dur renfermant une graine oléagineuse (Hardman et Sofowora.,

1971).

C

Figure 3 : Fruits de B. aegyptiaca (A) stade immature, (B) stade miir ; (C) pulpe (mésocarpe)
au stade mir de couleur marron foncé (Photos réalisée par 1’auteur).




Figure 4 : Forme de I’Endocarpe (noyau) du fruit de B. aegyptiaca (A) ; coupe longitudinale
(B) et transversale (C), montrant la graine (amande) riche en lipides (photo réalisée par 1’auteur).

I.1.1.3. Biologie de la reproduction de B. aegyptiaca

Plusieurs aspects sont liés a la biologie de la reproduction chez B. aegyptiaca, tel que la

feuillaison, la floraison, la pollinisation, et la fructification.

La feuillaison du dattier du désert commence en mai-juin et se termine entre Septembre-
Octobre. La défeuillaison commence en mi-décembre jusqu’en avril. Cependant le dattier du
désert ne perd jamais completement ses feuilles, il préserve toujours une partie de son feuillage

(Ndoye., 2004a).

Le dattier du désert fleurit deux fois par an, I’une en hiver (de décembre a mars) et ne
représente que 25% des pieds, I’autre en été (entre mars et septembre) et représente 90% des
individus avec un pic florissant en juillet. La floraison est normalement suivie par une
fructification mais certains arbres en raison de leurs propres conditions ne réussissent pas a
produire des fruits (Ndoye et al., 2004a). Les fleurs polonisées en mai-aoiit produisent des fruits

murs en décembre-janvier (Ndoye et al., 2004a).




La pollinisation est assurée par les insectes et par le vent. Cependant la pollinisation
anémophile est dominante (Ndoye., 2004a). Le systeme reproducteur dominant chez B.
aegyptiaca est 1’autofécondation malgré 1’existence de fécondation croisée. La reproduction
chez le dattier du désert se fait par deux formes: reproduction sexuée par semis des graines et
reproduction asexuée par voie végétative (drageonnage) (Chevallier et al., 2003). Ce dernier
mode de reproduction végétative permet a certaines especes, arborescentes ou non, de se
propager, par la formation de tiges adventives « le drageon » a partir du systeme racinaire
(Quentin et al., 2006) a la différnce de « rejet » qui se développe sur une structure anatomique

de tige.

I.1.2. Aire de répartition et Ecologie de B. aegyptiaca

I.1.2.1. Aire de répartition de B. aegyptiaca dans le monde
Le B. aegyptiaca a une vaste distribution géographique en régions arides et semi-arides
d'Afrique et du Moyen-Orient (Sagna et al., 2014). En Asie, on le trouve en Birmanie, en Inde,
et au Pakistan et tout le long du golfe arabique. En Afrique, il est I'une des plantes ligneuses les
plus répandues dans la bande sahélienne. Ainsi, il s’étend de la Mauritanie et le Sénégal a 1'ouest
jusqu'a la Somalie a I'est et de I’Egypte au Nord du continent jusqu’au Zimbabwe au sud (Hall.,

1992) (Figure 5).

Le dattier du désert se caractérise par une grande plasticité écologique. Il est trés peu
exigeant quant au sol. Dans son aire de répartition, on le rencontre sur différents types de sols
(sableux, argileux, limono-argileux, pierreux, alluviaux), et sur des dunes formées par le vent

(Sagna et al., 2014).




Régions

Guineo-Congolian centre

Zambezian centre

Sudanian centre

Somalia-Masai centre

Cape centre

Karoo-Namib centre

Méditerranean centre

Afromontane/Afroalpine centre

Guinea Congolia/Zambezia transition
Guinea-Congolia/Sudania transition

Lake Victoria mosaic

Zanzibar-lnhambane mosaic

Kalahari-Highveld transition

Tongaland-Pondoland mosaic

Sahel transition

Sahara transition

Mediterranean-Sahara transition

West Malagasy centre

East Malagasy centre.

Figure 5 : Aire de distribution de B. aegyptiaca en Afrique (Hall, 1992).

I.1.2.2. Aire de répartition de B. aegyptica en Mauritanie

Etant un pays saharo-sahélien, la Mauritanie constitue une zone éco-climatiquement
favorable a la multiplication du dattier du désert. C’est ainsi que le B. aegyptiaca est
omniprésent dans toute la zone sahélienne au sud et Saharienne au nord du pays et sous toutes
les latitudes (Abdallahi., 1996). 1l fait partie avec Acacia senegal, Acacia radiana et Prosopis
juliflora, des especes ligneuses utilisées pour la fixation des dunes continentales (Berte et al.,

2010).

Malgré qu’il soit un des arbres les plus courants en Mauritanie, les données quantitatives
concernant sa population sont inexistantes. Cependant, nos observations de terrains permettent
de suggérer que B. aegyptiaca est tres abondant dans les régions du Brakna, du Gorgol, du
Guidimagha et dans la partie du Trarza située sur la vallée du fleuve Sénégal (Figure 6), a
abondant dans le Trarza et dans les deux Hodhs, a rare dans la zone saharienne hyper-arides

(pluviométrie annuelle inférieure a 50 mm) au nord du pays.
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Figure 6 : Abondance des populations naturelles de B. aegyptiaca en Mauritanie. (Cette
représentation est basée sur nos propres observations).

1.1.2.3. Ecologie de B. aegyptiaca
Le B. aegyptiaca est un arbre tres répandu dans les régions arides et semi-arides
d’Afrique. Il a une grande résistance a la sécheresse, il peut se développer sous des
pluviométries annuelles inférieures a 100 mm avec un optimum de croissance entre 250 et 400
mm, et pousser a des altitudes allant jusqu’a 1000 m présentant ainsi une grande plasticité

écologique.

Pour s’adapter aux conditions climatiques des régions arides et semi-arides, le B.
aegyptiaca a développé une excellente stratégie grace a son systeme racinaire triple qui contient
un pivot central, un systeme racinaire horizontal et des racines aériennes. Il est capable de
capturer toute I'humidité présente dans son voisinage, c’est pour cela qu’il est capable de vivre

deux ans sans pluies (Von Maydell., 1983; Abdallahi., 1996; Gardette et Baba., 2013).

Le dattier du désert est treés peu exigeant quant au sol, il se développe sur les sols sableux,
pierreux, argileux et alluviaux, on peut le rencontrer sous toutes les latitudes en Mauritanie

(Abdallahi., 1996).




1.1.3. Composition biochimique du fruit de B. aegyptiaca

Un pied de dattier du désert peut produire entre 100 et 150 kg de fruits par an. Le fruit
du dattier du désert est riche en sucres totaux dont la teneur se situe selon les auteurs dans
I’intervalle 35-42% du poids sec de la pulpe (Tableau 1). Les sucres réducteurs représentent

entre 81 et 91% des sucres totaux dans la pulpe du fruit de B. aegyptiaca (Nour et al., 1985).

Les valeurs minimales et maximales rapportées pour la teneur en protéines de la pulpe
de B. aegyptiaca varient entre 1,2% au Soudan (Nour et al., 1985) et 9,5% au Sénégal (Sagna
et al., 2014). La pulpe est faiblement pourvue en lipides (0,4%). Elle contient cependant une
quantité non négligeable en saponines (7,2%) qui donnent a la pulpe un gotit doux amer (sucres

et saponines).

Tableau 1 : Composition biochimique du fruit de Balanites aegyptiaca.
Organe Parametre (unité) Teneur | Source

(Nour et al., 1985; Sagna

Sucres totaux, g/100g MS (dont 81-91% 35.42 et al.. 2014)

sucres réducteurs)

(Nour et al., 1985; Sagna
Protéines, g/100 g MS 1,2-9,5 | etal., 2014)

Acides aminés essentiels, mg/100 g MS 167,5 (Moustapha ez al., 2014)
Acides aminés non essentiels, mg/100 g MS 346 (Moustapha et al., 2014)

Pulpe Lipides, /100 g MS 04 | (Moustapha e al., 2014)
(mésocarpe) Saponines 7.2 (Al-Thobaiti et al., 2018)

Eau % 16 (Moustapha et al., 2014)
Acide ascorbique mg/100 g MS 6,8 (Moustapha et al., 2014)

Minéraux (microéléments) (Moustapha et al., 2014)
mg/100 g MS
Minéraux (macroéléments) (Moustapha et al., 2014)
mg/100 g MS
Cendres, g/100 g MS (Moustapha et al., 2014)
Protéines, % P/P (Mohamed et al., 2002)

(Tayeau et al., 1955;
Huiles, % P/P Nour et al., 1985;
Mohamed et al., 2002)

Graine Polyphénols totaux, mg GA/100 g 84 (Ahmed et al., 2019)
(amande) | g,y g 3.6 (Tayeau et al., 1955)
Saponines % P/P 6,7 (Al-Thobaiti et al., 2018)
Sucres totaux, % P/P 8,7 (Ahmed et al., 2019)
Fibres, % P/P 7.9 (Ahmed et al., 2019)

(*) Les saponines du dattier du désert sont communément appelés « Balanitines »




L'apport calorique issu de la teneur de la pulpe en protéines, sucres et lipides a été estimé
selon les auteurs entre 212,25 kcal/100 g de pulpe chez les fruits du Sénégal (Sagna et al., 2014)
et 300 kcal/100 g de pulpe chez les fruits du Soudan (Nour et al., 1985).

La composition chimique de la graine (amande) est qualitativement comparable a celle
de la pulpe. Cependant, les teneurs rapportées pour les lipides et les huiles sont nettement
supérieures a celles de la pulpe. En effet, la graine renferme entre 41 et 49% de lipides et 30 a
32% de protéines (Tayeau et al., 1955; Hardman et Sofowora., 1971; Nour et al., 1985;
Mohamed et al., 2002).

Une propriété intéressante des huiles de I’amande de B. aegyptiaca est leur composition
en acides gras saturé et insaturés (oméga-3, oméga-6 et oméga-9). Le tableau 2 donne la
composition en acides gras de I’huile de la graine de B. aegyptiaca (Ahmed et al., 2019).

Tableau 2 : Principaux acides gras de I’huile de la graine (amande) de B. aegyptiaca (Ahmed
etal.,2019).

Acide gras Nom usuel et symbole Teneur (%)

Acide palmitique (C16 :0) 13,7

Saturé
Acide stéatrique (C18 :0) 13,3

Acide oléique (C18 :1) 30

Insaturé Acide linoléique (C18 :2)

Acide linolénique (C18 :3)

1.1.4. Différents usages de B. aegyptiaca

Le B. aegyptiaca est un arbre apprécié par ses vertus alimentaire, thérapeutique, et
fourragere. Toutes les parties de la plante sont utilisées par les populations dans son aire de
répartition; mais les parties les plus utilisées sont respectivement: les fruits, le bois, les feuilles

et I’écorce (Sagna et al., 2014).




I.1.4.1. Usages alimentaires de B. aegyptiaca

Le B. aegyptiaca est I’'une des espéces ligneuses les plus intimement liées a la vie
quotidienne des populations locales. Son fruit est utilisé comme aliment par I’homme et ses

bétails.

La pulpe (partie charnue du fruit) est riche en sucres (Tableau 1). Son golt est sucré,
avec une pointe d’amertume, ce qui lui vaut d’étre sucée une fois débarrassée de son épicarpe
ou utilisée pour la préparation des jus. Les jeunes feuilles sont utilisées comme 1égume. Les
huiles extraites da la graine (amande), sont riches en acides gras insaturés utilisée dans
I’alimentation humaine (Mohamed et al., 2002; Berge et al., 2005; Matig et al., 2006; Sagna et
al., 2014; Abdoulaye et al., 2017).

Le fruit de Balanites contient une graine oléagineuse qui représente 50 a 60% du poids
total du fruit (Chothani et Vaghasiya., 2011). Cette graine est une source importante d’huile qui
peut étre utilisée dans 1’alimentation humaine, dans les produits cosmétiques pour protéger ou
régénérer la peau, dans des produits pharmaceutiques (les saponines, notamment la diosgénine
précurseur pour la synthese des cortisones et des contraceptifs oraux) et aussi dans la
préparation du savon. Ces différentes vertus sont due a la forte teneur en acides gras (dont acide
oléique et linoléique) et aussi a la grande variété d'antioxydants dans I’huile de B. aegyptiaca

(Abasse et al., 2011; Gardette et Baba., 2013).

Le B. aegyptiaca est un arbre apprécié par les animaux en raison de quantité et de qualité
du fourrage qu’il fournit pendant une longue période de I’année. Les parties les plus appréciées
de la plante sont respectivement les feuilles, les fruits, et les jeunes plantes. Les fruits sont

consommeés par les petits ruminants lorsqu’ils tombent sur la terre (Sagna et al., 2014).

Par ailleurs, les noyaux moulus donnent une sorte de tourteaux huileux tres nutritifs qui

est utilisé comme fourrage pour les bétails.

1.1.4.2. Usages ethno-médicinaux de B. aegyptiaca

Le dattier du désert connait différents usages en médecine traditionnelle. Le tableau 3
présente quelques usages ethno-médicinaux de différents organes de 1’arbre rapportés par

(Sagna et al., 2014) pour quelques pays de la sous-région.




Tableau 3 : Usages ethno-médicinaux de B. aegyptiaca dans quelques pays de la sous-régions
(D’aprés,Sagna et al., (2014)).

Organe
utilisé

Maladie traitée

Mode de préparation

Pays

Fruit (pulpe)

Ulcere gastrique

hypertension

Amygdalite

Diabetes

Les douleurs

Pulpes pressées

Sénégal, Niger

Sénégal

B. Faso, Algérie

Egypte, Soudan

Mali

Constipation

Sénégal, B. Faso, Algérie

Fruit (noyau)

Vers intestinaux

Poudre desséchée

B. Faso

Infections des yeux

Application de I’huile a
I’endroit infecté

B. Faso, Algérie

Sinusite

Rhumatisme

Constipation

Cuisson

B. Faso, Algérie

B. Faso, Algérie

B. Faso

Tronc
(écorce)

Maladies du foie

Le rhume

Fumigation

Tchad

Sénégal, B. Faso

Hémorroides

Syphilis

Fatigue

Macération de 1’écorce

Sénégal

Tchad, B. Faso

Sénégal

Brulures et blessures

Incinération de I’écorce

Sénégal, Somalie

Feuilles

variole

Saignement du nez

Décoction

Mali

B. Faso, Algérie

Racines

Jaunisse

Asthme

Coliques

Macération

Soudan, Egypte

Somalie

B. Faso, Algérie

Epilepsie

Préparation non spécifié

Somalie

Jeunes plants

Douleurs abdominales

Anthrax

Macération

Sénégal

Epines

Maladies mentales

Préparation non spécifié

B. Faso, Algérie, B. Faso

Brindilles
(petites
branches)

Caries dentaires

Cure-dent

Sénégal, Algérie, Niger

les fruits sont connus pour leur effet antidiabétique et aussi pour leurs propriétés

régulatrices de la pression artérielle (Gad et al., 2006; Gardette and Baba., 2013). Le dattier du

désert joue un rdle important dans le traitement de plusieurs affections comme les maladies
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infectieuses (variole, anthrax et fievre jaune), les affections du tube digestif (troubles gastriques,
constipation, diarrhée, dysenterie, ulcere, douleurs abdominales et hémorroides), les affections
des voies respiratoires (asthme et rhume), la syphilis, les maux de poitrine et la Coqueluche
(Sagna et al., 2014; Abdoulaye et al., 2017). Les racines de Balanites sont utilisées comme
anthelminthique. Les extraits des racines de B. aegyptiaca ont un effet contre le paludisme

(Chothani et Vaghasiya., 2011).

L'écorce est utilisée comme un détergent, poison de péche et aussi pour traiter le
paludisme et la syphilis. Les écorces, les racines, les fruits, les graines, les branches ont un effet
mortel pour les mollusques. Huile de la graine de B. aegyptiaca est utilisée pour traiter les
tumeurs et les plaies (Chothani et Vaghasiya., 2011). Chothani et al., 2011 ont rapporté que
1'écorce, le fruit, I’amande et les feuilles de B. aegyptiaca ont une large gamme de biomolécules
actives: antioxydantes, antimicrobiennes, anticancéreuses, diurétiques, cicatrisantes,
antivirales, antidiabétiques, anti-inflammatoires et analgésiques, ce qui peut justifier leurs

utilisations en médecine traditionnelle (Chothani et Vaghasiya., 2011).

Il faut signaler que nombre de ces activités thérapeutiques sont majoritairement
attribuées aux saponines présentes chez les différents organes de B. aegyptiaca notamment la

pulpe et la graine.
1.1.4.3. Autres usages de B. aegyptiaca

Le B. aegyptiaca a un excellent bois, résistant aux insectes, il est tres recherché pour le
bois de service (construction des cases et des abris, des enclos et des clotures). Il est utilisé aussi
pour fabriquer des mortiers, des tablettes coraniques (Loh en arabe). Il est également un
excellent bois de feu et de charbon (Chevallier et al., 2003; Sagna et al., 2014; Abdoulaye et
al., 2017).

I.1.5. Utilisation des marqueurs moléculaires pour étudier la diversité
génétique des plantes

Par rapport a leurs homologues phénotypiques et biochimiques, les marqueurs
moléculaires ne sont pas influencés par les fluctuations de I’environnement et sont indépendants
de I’organe analysé et du stade de développement de la plante (Bretting et Widrlechner., 1995;
Rand., 1996; De Vienne., 1998). Actuellement, ils deviennent un outil efficace d'amélioration

des plantes et ouvrent de nouvelles perspectives pour les sélectionneurs.




Les marqueurs moléculaires répondent bien aux critéres d’un bon marqueur, qui doit
étre polymorphe, co-dominant, non épistatique, et neutre vis-a-vis du milieu. Ils offrent
I’opportunité de détecter a 1’échelle du nucléotide le polymorphisme de séquence de ' ADN. Ils
sont des outils efficaces et précis permettant la mise en évidence du polymorphisme moléculaire

entre genres, especes, populations et entre individus de la méme population.

Il existe plusieurs types de marqueurs moléculaires, mais dans ce chapitre, nous
présenterons trois marqueurs parmi les marqueurs moléculaires les plus utilisés dans les études

de la diversité génétique.
I.1.5.1. AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

La technique AFLP a été devellopée par Vos et al., (1995). Cette technique utilise a
la fois les enzymes de restriction et l'amplification PCR. Elle repose sur trois phases
successives : une digestion-ligation, une amplification pre-sélective et une amplification

sélective (Figure 7). L'ADN est d'abord coupé par deux enzymes de restriction, généralement

EcoRI qui coupe I’ADN au niveau d’un site de restriction a 6 bases (coupeur rare) et Msel

qui coupe I’ADN au niveau d’un site de restriction a 4 bases (coupeur fréquent). Des
adaptateurs de séquences connues et compatibles avec les extrémités cohésives des sites de
restriction sont ajoutés aux extrémités des fragments d'’ADN par une réaction de ligation. Une
premiere amplification, dite pré-sélective, est réalisée a l'aide d'amorces de séquences
complémentaires a la s€équence des adaptateurs et du site de restriction additionné en 3' d'une
a trois bases définies arbitrairement. Puis, une deuxieme amplification dite sélective, est
réalisée en utilisant des amorces identiques aux premieres additionnées de 1 a 3 bases
supplémentaires a leur extrémité 3'. Les produits de l'amplification sont séparés par
électrophorese sur gel de polyacrylamide ou bien par électrophorese capillaire. Cette
technique est hautement reproductible et applicable a toutes les especes (Vos et al., 1995;

Karp et Edwards., 1997).
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Figure 7: Principe de la technique AFLP (Fetzner et Crandall., 1999).

I.1.5.2. Microsatellites ou SSR (Simples Sequence Repeats)

Les microsatellites, appelés aussi séquences simples répétées (SSR). Il s’agit de

séquences d'ADN répétées en tandem de motifs mono, di, tri ou tétra-nucléotidiques,

détectés par amplification par PCR de I’ADN génomique (Morgante et Olivieri., 1993). Ces
séquences sont disséminées de maniere abondante et aléatoire dans I'ensemble du génome

(Figure 8).

La variation du nombre d’unités de répétition, estimée de 5 a 50 copies chez les
plantes constitue la base du polymorphisme (Cardle et al., 2000). Ce polymorphisme est
révélé sur gel de polyacrylamide ot les sequences repetées migrent en fonction de leur poids.
Ces marqueurs sont reproductibles, multi-alléliques, co-dominants et hautement

polymorphes (Benettayeb., 2018).
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Figure 8: Principe de la technique SSR (Pasqualone., 2013).
I.1.5.3. ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat)
Les marqueurs ISSR ont été développés par Zietkiewicz et al., 1994. C’est une approche
basée sur I’amplification par PCR des séquences d’ADN qui existent entre les microsatellites
(Zietkiewicz et al., 1994). L’amplification par ISSR est réalisée par une seule amorce a simple

séquence répétée comme [AC]n et parfois ancrée en 5° ou en 3’ (additionnée d’une a trois bases

arbitraires) (Figure 9).
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Figure 9: Principe de la technique ISSR-PCR (Zietkiewicz et al., 1994).

En général, les loci microsatellites se trouvent en grand nombre répartis régulierement
tout au long du génome d’eucaryote en fournissant un pool riche en potentiels marqueurs ISSR
convenables pour révéler la diversité génétique étroitement liée aux accessions (Wiesner et
Wiesnerova., 2003). La technique ISSR est rapide, tres facile a optimiser, et moins coliteuse en
comparaison aux autres marqueurs AFLP, SSR et RFLP. Elle est tres reproductibles et
susceptible de détecter un plus grand polymorphisme génomique que les marqueurs RAPD et
RFLP (Oh et al., 2000; Zietkiewicz et al., 1994). Les marqueurs ISSR sont largement utilisés
pour 1’évaluation du polymorphisme intra et interspécifique chez les plantes (Godwin et al.,

1997).

I.1.6. Critéres d’évaluation de la diversité génétique chez B. aegyptiaca

Trois criteres ont été utilisés pour évaluer la diversité génétique des peuplements
naturels de B. aegyptiaca, a savoir : les criteres morphologique, physico-chimique, et

moléculaire.

Les caractéristiques morphologiques, biochimiques et les propriétés nutritionnelles du
fruit ont fait I’objet de plusieurs études d’évaluation de la diversité génétique chez B. aegyptiaca
dans quelques pays africains, notammentau Sénégal, au Niger, au Tchad et au Soudan, en

comparant des caracteéres quantitatifs et qualitatifs comme la forme et le poids du fruit, le gofit




de la pulpe et la taille des feuilles (Soloviev et al., 2004; Abasse et al., 2011; Abdoulaye et al.,
2016).

Ainsi au Sénégal, Soloviev et al., 2004 ont montré moyennant des critéres biométriques
(longueur du fruit, diametre du fruit, épaisseur du fruit, poids du fruit et de la pulpe) et
biochimique du fruit de B. aegyptiaca, une variabilité intra-accession, exploitable pour la

diffusion aupres des populations locales de variétés performantes répondant a leurs besoins.

Au Niger, Abasse et al., 2011 ont évalué la variation phénotypique de la morphologie
des fruits et des graines dans quatre populations naturelles de l'est du Niger (25 arbres par
population, 30 fruits par arbre). Les variables mesurées étaient le poids du fruit, I’enveloppe du
noyau (endocarpe), la graine ; longueur et largeur du fruit et de la graine. Ces auteurs ont noté
une importante diversité phénotypique intra et inter-régionale des variables mesurées. les
régions les plus seches de la zone d’étude avaient tendance a avoir des fruits et des grains plus
pesant, des graines plus longues/plus étroites et une variabilité intra-arbre plus faible pour ce
qui est de la largeur des fruits et des graines. La longueur et la largeur étaient fortement corrélées
entre les fruits et les graines, le poids des fruits était modérément corrélé avec les dimensions

des graines.

Au Tchad, (Abdoulaye et al., 2016), ont réalisé une enquéte socio-économique et un
inventaire botanique aupres de 4 groupes ethniques répartis dans 3 villages dans le Sahel
Tchadien. Les analyses botaniques ont porté sur 16 descripteurs morphologiques quantitatifs.
Cette étude a pu mettre en évidence chez les populations locales d’une bonne connaissance de
I’espece et d’un systeme de classification empirique utilisant des critéres communs ou variables

selon le groupe ethnique. Les criteres communs aux 4 groupes ethniques étaient la taille de

I’arbre, les dimensions et la forme du fruit, le golt de la pulpe et la taille des feuilles. La

morphologie du fruit a été de loin le caractere le plus discriminant. Trois morphotypes ont été
identifi¢ chez I’espece dont le plus intéressant regroupe des arbres de grande taille, aux feuilles
larges et produisant de longs fruits. Selon les auteurs, ces informations ouvrent de meilleures

perspectives pour la sélection variétale et la domestication de cette espece dans la zone.

Au Soudan, les variations de la morphologie des fruits (longueur, diametre, poids total
des fruits, pourcentages de poids des parties anatomiques) et de la composition biochimique
des graines ont été étudiées par Ahmed et al., (2019) chez une population naturelle composée
de 8 catégories d’arbres distinctes par la forme (rapport longueur/diametre) et le poids des fruits,

dans le but principal de mettre en évidencele potentiel du noyau de B. aegyptiaca pour la
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production d'huile comestible. Une variabilité significative d’arbre a arbre au niveau de la
morphologie des fruits et la composition chimique des grains ont été enregistrées. Les plus
petits fruits se caractérisent par la plus forte contribution des grains au poids total du fruit, tandis
que les plus gros fruits présentaient les graines les plus petites. Le plus haut rapport acide
oléique/acide linoléique des huiles extraites du noyau a été trouvé dans les fruits caractérisés
par le plus faible pourcentage de pulpe ; le rendement maximum d'huile a été associé aux
niveaux les plus élevés d'antioxydants polyphénoliques et d'activité de piégeage des radicaux
libres. Les résultats expérimentaux fournis par cette étude suggerent la possibilité de
sélectionner des arbres avec de gros fruits et un rapport pulpe/graines €levé, pouvant Etre
consommés directement comme aliment par les humains, et des arbres avec des fruits plus petits

et des rapports pulpe/graines plus faible pour la production d'huile.

Si les criteres morphologiques et biochimiques ont plus ou moins été étudiés chez B.

aegyptiaca, il n’en est pas de méme pour les critéres moléculaires. Malgré 1’'importance des

marqueurs morphologiques et biochimiques dans 1’évaluation de la diversité génétique, les

techniques moléculaires sont devenues les indicateurs de variabilité génétique les plus utilisées

depuis une vingtaine d'années.

Récemment, une étude a été réalisée pour évaluer la diversité génétique entre différentes
populations de B. aegyptiaca, provenant de différents pays (Egypte, Soudan, Arabie saoudite,
Togo, Ethiopie, Ghana, Yémen) en utilisant les marqueurs AFLPs (amplified fragments length

polymorphism) (Khamis et al., 2017).

Aussi Domyati et al. 2011, ont fait une étude sur la diversité génétique de B. aegyptiaca
en utilisant les marqueurs ISSR (inter simple sequence repeated), RAPD (randomly amplified
polymorphic DNA), et AFLP. IIs ont montré que les ISSRs sont capables de détecter la diversité

génétique chez le Balanites plus que les autres marqueurs.

Dans une autre étude, (Khamis et al., 2017), ont exploré la relation entre la distribution
géographique et la diversité génétique chez des Balanites collectés dans différentes régions
géographiques (Egypte, Togo, Ethiopie, Ghana, Arabie Saoudite, Yemen et Soudan)
moyennant les marqueurs AFLP. L'AFLP a produit 510 bandes dont 477 (93,5 %) étaient
polymorphes. Les analyses des groupes et en composantes principales (ACP) ont indiqué que
les échantillons individuels de B. aegyptiaca étaient répartis en 3 principaux groupes et que la
provenance El-Kharga d’Egypte représentait un seul clade. Plusieurs réponses morpho-

physiologiques clés du stress hydrique ont été examinées pour évaluer la tolérance a la
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sécheresse et pour comparer en serre, les réponses au stress entre différentes provenances. Le
stress engendré par la sécheresse extréme a diminué les parametres liés a la biomasse chez tous
les génotypes. Cependant, les provenances de B. aegyptiaca different également dans leurs

réponses adaptatives au déficit hydrique.

1.2 Enquéte préliminaire sur les usages ethnobotaniques du fruit de B.

aegyptiaca en Mauritanie

1.2.1. Introduction

Depuis des siecles, la société mauritanienne est passionnée par les plantes médicinales
en raison de leurs vertus multiples. En Mauritanie, il existe environ 1400 especes dont 80 sont
traditionnellement reconnues comme des plantes d’intérét médicinale (Mohamed Vall., 2009).
Ces plantes sont utilisées pour soulager les douleurs, traiter des maladies et panser les blessures.
Le savoir et le savoir-faire li¢ a I’utilisation de ces plantes sont transmis d’une génération a une
autre au sein de quelques familles de tradi-praticiens connues par leurs compétences en
médecine traditionnelle en Mauritanie. La pratique de la médecine traditionnelle comme
profession au sein de ses familles, est ancestrale et s’hérite de pére en fils (Mohamed Vall.,
2009).

Pour des raisons socio-culturelles (croyances et vertus accumulées au fil du temps) et
économiques (colit faible des soins par rapport a la médecine conventionnelle, proximité du
citoyen), le recours a la médecine traditionnelle est largement répandu chez les mauritaniens.

Le B. aegyptiaca est I’une des plantes médicinales les plus répandus en Mauritanie. En

plus de son role médicinal, le dattier du désert rentre dans I’alimentation humaine et animale.

Pour savoir I’importance de B. aegyptiaca dans la vie de la population Mauritanienne,
une enquéte ethnobotanique a été réalisée entre juin-juillet 2014 a Nouakchott, la capitale de la
Mauritanie aupres de 70 personnes dont 7 tradi-praticiens (considérant que les personnes qui
connaissent la plante). Les usages ethnobotaniques du dattier du désert ont été évalués a l'aide
d'un questionnaire structuré comportant des questions a choix multiples fermées traduites dans
la langue maternelle des participants (Hassaniya, Pular, Soninke et Wolof). L'enquéte a été

menée en face a face afin de maximiser le nombre de réponses.

Avant d'obtenir le consentement verbal, les objectifs de 1'enquéte ont été expliqués a
chaque répondant potentiel. Les questions portaient sur le nom local du fruit, la période de

récolte, les utilisations culinaires et médicinales, le mode de préparation/administration et la
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fréquence d'utilisation. Le questionnaire comprenait également des données socio-
démographiques sur chaque informateur (age, sexe, ethnicité et éducation). Les entretiens ont
été réalisés a domicile, dans la rue ou dans différents marchés locaux de Nouakchott. Sept
guérisseurs traditionnels ayant une connaissance pratique des plantes médicinales ont

également été inclus dans l'enquéte.

Le but de cette enquéte est de recueillir le maximum d’information sur les connaissances
et usages de B. aegyptiaca en Mauritanie contribuant & une meilleure valorisation des savoirs

et savoir-faire pour préserver ce patrimoine génétique.

Les informations obtenues de 1'enquéte ethnobotanique ont été analysées et exprimées
en pourcentages. Toutes les analyses statistiques ont été effectuées a 1'aide du logiciel SPSS

(version 22.0) ou de MS Excel (2007). Le niveau de signification a été accepté a P < 0,05.

L'exploitation des résultats de I’enquéte a été réalisée a I'aide du logiciel SPSS version 22.0.




1.2.2. Résultats

I1.2.2.1. Caractéristiques démographiques des participants

Les personnes interviewées sont originaires des régions de Trarza, Tagant, Nouakchott,

Gorgol, Brakna, Assaba, et Adrar (Figure 10).

Figure 10 : Carte de la Mauritanie montrant les wilayas (en couleur) dont issues les personnes
interviewées.

Les hommes représentent 61,43% (43/70) des individus recrutés contre 38,57% (27/70)
de femmes (Figure 11). La différence entre les effectifs des hommes (n = 43) et les femmes (n

= 27) interviewées n’est pas statistiquement significatives (p = 0,064).

B Homme (%)

B Femme (%)

Figure 11 : Répartition des participants selon leur sexe.

L’age des participants varie de 30 a 70 ans avec une moyenne d’age de 50 ans.




Les personnes de la tranche d’age [30-40] représentent 28,6%, celles de la tranche d’age
[41-50] représentent 30% (21/70) et celles de la tranche d’age [> 50] ans représentent 41,4%
(30/70).

1.2.2.2. Niveau d’études des participants

Des 70 personnes interviewées, 20% (14/70) sont analphabetes, 18,57% (13/70) ont un
niveau primaire, 22,86% (16/70) ont un niveau secondaire (college et lycée) et 38,57% (27/70)

ont un niveau universitaire (Figure 12).

M Analphabéte (%)
M niveau primaire (%)
M niveau secondaire (%)

M niveau universitaire (%)

Figure 12 : Répartition des participants selon le niveau d’étude.

1.2.2.3. Connaissances sur la saison de récolte du fruit

La saison de récolte des fruits de B. aegyptiaca est en printemps (Mars-Mai) d’apres

61,4% (43/70) des participants, en hiver (Décembre-Février) pour 20% (14/70) d’entre eux, en

été (Juin-Aoat) selon 17,1% (12/70), et en automne (Septembre-Novembre) d’apres 1,4%
(1/70) d’entre eux (Figure 13).
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Figure 13 : Saison de récolte des fruits de B. aegyptiaca selon les personnes interviewées.




Par ailleurs, tous les participants (100%) rapportent que la récolte du fruit est effectuée

uniquement au stade mir et que ce dernier a une couleur brune-jaunatre.

1.2.2.4. Connaissance sur le goiit du fuit
D’apres 88,57% (62/70) des personnes enquétées, le golit de la pulpe du fruit de B.

aegyptiaca est doux-amer (Figure 14). Cependant, il est sucré chez 10% (7/70) des interviewés

et amer chez 1,43% (1/70).

88,57%

B Doux-amer Doux M Amer

Figure 14 : Gout du fruit de B. aegyptiaca selon les personnes enquétées.

I1.2.2.5. Mode de consommation du fruit

Des 70 personnes enquétées, 40 (57,14%) consomment les fruits crus et 30 (42,86%)

des enquétés les consomment a la fois crus et cuits (Figure 15).
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Figure 15 : Mode de consommation des fruits.




1.2.2.6. Destination de la production du fruit

Sur les 70 individus interviewés, 51 (72,86%) rapportent que la destination principale
de la production des fruits est 1’autoconsommation, 6 (8,57%) d’entre eux considerent que la
production des fruits est destinée au marché local, et 13 (18,57%) rapportent que la production

des fruits est repartie entre I’autoconsommation et le march¢ local (Figure 16).
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Figure 16 : Destination de la production des fruits.

1.2.2.7. Parties les plus utilisées de B. aegyptiaca

Toutes les parties de la plante sont utilisées par les personnes interviewées mais la pulpe
reste la partie la plus utilisée (la pulpe du fruit est en effet, utilisée par la quasi-totalité des
personnes enquétées) (Figure 17). De plus, 38,57% des enquétés n’utilisent que les pulpes du
fruit de B. aegyptiaca pour des fins alimentaires et médicinales, 18,57% utilisent les tiges, la
pulpe et les feuilles, 12,86% sont intéressés par la pulpe, les graines et les feuilles, 10% utilisent

le plus souvent la pulpe et les graines, 7,14% préferent la pulpe, les tiges et les racines, 5,71%

utilisent la pulpe, I’écorce, les feuilles et les racines, 4,29% utilisent les tiges, la pulpe et

I’écorce.
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Figure 17 : Fréquences (%) d’usages des différentes parties de B. aegyptiaca.

1.2.2.8. Usages culinaires de B. aegyptiaca

Des 70 personnes interrogées, 52 (74,29%) ont rapporté 'utilisation de B. aegyptiaca
dans la cuisine traditionnelle, 6 (8,57%) dans la patisserie traditionnelle, 2 (2,86%) indiquant
I’'usage de B. aegyptiaca pour la préparation des jus et diverses boissons et 10 (14,29%) des
personnes enquétées ont rapporté des usages aussi bien dans la cuisine traditionnelle que dans

la patisserie traditionnelle (Figure 18).

2,86%__

\ m Cuisine traditionnelle
8,57% u Pitisserie traditionnelle
m Jus/boissons

Cuisine et patisserie

Figure 18 : Divers usages culinaires de B. aegyptiaca.

1.2.2.9. Partie du fruit la plus utilisée dans I’alimentation humaine
Cette enquéte a montré que la pulpe et I’amande du fruit sont les parties les plus utilisées
chez 41 (58,57%) des 70 personnes interviewées (Figure 19). Par ailleurs, 27,14% de cette
population utilisent le plus souvent la pulpe débarrassée de son épicarpe, 10% utilisent

I’épicarpe et la pulpe ensemble, et 4,29% des enquétés n’utilisent que I’amande.




s Epicarpe et pulpe
= Pulpe seule
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Figure 19 : Partie la plus utilisée du fruit de Balanites.

1.2.2.10. Préférences médicinales des personnes enquétées

Des 70 participants dans cette étude, 52 (74,29%) préferent utiliser la médecine
traditionnelle comme premier recours lorsqu’ils ont des problémes de santé, tandis que 18

(25,71%) préferent la médecine conventionnelle (Figure 20).

M Médecine traditionnelle

M Médecine conventionnelle

Figure 20 : Préférence des participants selon le type de médecine.

1.2.2.11. Usages médicinaux de B. aegyptiaca

A partir de cette enquéte, il ressort que la pulpe de B. aegyptiaca est employée dans le

traitement du diabéte, I’hypertension, la constipation et le toussotement par respectivement
97,1%, 72,8%, 40 et 35,7% des personnes enquétées (Tableau 4). De plus, I’huile de la graine

(amande) est utilisée chez respectivement 57,1%, 35,7%, et 25,7% des personnes interviewées




utilisées (54,3%) pour soigner les douleurs abdominales.

pour soigner le panaris, les maladies dermiques et I’asthme, et la diarrhée. Les feuilles sont tres

Tableau 4: Maladies traitées par le B. aegyptiaca.

Maladies traitées

Partie de la plante utilisée

Pourcentage (% )*

Diabete
Hypertension
Panaris

Douleur abdominale
Constipation
Toussotement
Maladies dermiques
Asthme

Diarrhée

Paludisme

Maladies cardiovasculaires

Pulpe

Pulpe

Graine

Feuilles

Pulpe

Pulpe

Graine (huile)
Graine (huile)
Feuilles et écorces
Racines

Pulpe

97,1
72,8
57,1
54,3

40

4,3

1.4

(*) Les pourcentages totalisant plus de 100% proviennent des réponses multiples.

1.2.2.12. Doses en pulpes utilisées comme traitement des maladies

Pour les maladies dont le traitement implique la pulpe de B. aegyptiaca, 53,45% des
individus enquétés prennent 3 fruits/jour, tandis que 46,55% d’entre eux utilisent entre 4 & 7
fruits par jour et ce quel que soit la maladie (Figure 21). Certaines personnes enquétées ont
rapporté que la dose prise dépend de I’age de la personne, son état de santé, et la saison (froide

ou chaude).
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Figure 21 : Pourcentages d’individus et dose quotidienne de fruits utilisée pour soigner les maladies.

1.2.2.13. Mode d’administration des préparations a base de B. aegyptiaca

La macération représente le mode principal de préparation des recettes par les personnes
interrogées (58,8%) (Tableau 5). D’autre part, 28,5% utilisent la décoction, 25,7% emploient la
succion, et 12,8% utilisent 1I’huile sous forme de pommade.

Tableau 5: Principaux modes d’administration des préparations de B. aegyptiaca pour soigner
les maladies.

Mode d’administration Nombre d’individus Pourcentage*
Macération 41 58,8
Succion (pulpe) 18 25,7
Décoction 20 28,5
Pommade (huile de la graine) 9 12,8
Autres modes (trituration, infusion, ...) 2 3

(*) Les pourcentages totalisant plus de 100% proviennent des réponses multiples.

1.2.3. Discussion

L’enquéte ethnobotanique sur le dattier du désert chez 70 individus ayant librement
consenti a y participer a permis, en dépit de leur faible nombre, de mettre en évidence des
connaissances et usages de B. aegyptiaca forts intéressants parmi les personnes interviewées.

Ces connaissances sont d’autant plus vraisemblables que la moyenne d’age des personnes
interviewées était de 50 ans ce qui est généralement compatible avec les études ethnobotaniques
qui ont montré qu’en général, l'intérét et donc les connaissances sur les plantes médicinales
augmentent avec 1'age (Weckmiiller et al., 2019).

Pour ce qui concerne les connaissances sur le dattier du désert, notre étude montre une

bonne connaissance notamment pour ce qui concerne le nom vernaculaire de 1’arbre (100% des
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participants) et le golt de la pulpe du fruit jugé doux-amer par 88,57% des personnes
interviewées. Le golit doux-amer de la pulpe du fruit de B. aegyptiaca a été rapporté par
(Chothani et Vaghasiya., 2011).

Cependant, les connaissances sur la période de récolte du fruit au stade mir chez nos
informateurs étaient partagées avec seulement 20% d’entre eux donnant la période entre
décembre et février comme la bonne période. Une situation similaire a été rapportée par (Ndoye
et al., 2004a; Sagna et al., 2014) au Sénégal qui ont montré que la saison optimale de récolte
des fruits de B. aegyptiaca est en hiver (entre Décembre et Janvier a Février). Toutefois, nos
résultats sont a prendre avec précaution, car méme si 20% ont donné la bonne période pour la
collecte des fruits miirs, il n’est pas tout a fait exclu que pour au moins une partie des 60% ayant
rapporté la période de Mars a Mai comme période de récolte, la réponse pourrait €tre aussi vraie
étant donné que le processus de fructification chez B. aegyptiaca s’étale généralement sur
plusieurs mois. De plus, certains auteurs ont méme rapportés deux fructifications par an chez
B. aegyptiaca (Ndoye et al., 2004a). Quoiqu’il en soit, une meilleure connaissance de la
biologie de la reproduction chez cette espece permettrait de mieux lever cette ambiguité.

D’autre part, notre étude a montré chez les personnes interviewées un faible apport
¢conomique du fruit du dattier du désert puisque la majorité d’entre eux (49%) ont rapporté un
usage du fruit limité a ’autoconsommation et seulement 6% pour le marché local.

Néanmoins, notre étude a montré que le fruit (100%) est de loin devant les feuilles (35%),
I’organe le plus utilisé chez B. aegyptiaca notamment en alimentation et en médecine
traditionnelle. Ces usages concernent essentiellement la pulpe (le mésocarpe) et la graine
(I’amande). L usage du fruit de B. aegyptiaca dans I’alimentation humaine et dans la médecine
traditionnelle reste le plus rapporté parmi les populations dans son aire de répartition (Sagna et
al., 2014; Abdoulaye et al., 2017).

Au Tchad, I’enquéte réalisée par Abdoulaye et al., (2017) a montré 1’utilisation des fruits
de B. aegyptiaca par 100% des personnes enquétées. Cependant, ces auteurs ont montré
également que 98,23% des enquétés utilisaient les feuilles et 78,87% s’intéressaient au bois. Au
Sénégal, Sagna et al., (2014) a montré que les fruits et le bois sont les parties les plus utilisées
de B. aegyptiaca par des populations dans la zone du Ferlo au nord Sénégal.

Par ailleurs, il ressort de notre étude que le fruit est consommé uniquement au stade mir.

L’usage des fruits de B. aegyptiaca au stade immature n’est pas rapporté dans la littérature

(Yadav et Panghal., 2010; Chothani et Vaghasiya., 2011). Ses fruits sont en effet trés amers a

ce stade et sont ainsi impropres a la consommation humaine.




La pulpe du fruit du dattier du désert est malgré son golit un peu amer, trés bien appréciée
par les populations. L’enquéte réalisée par Sagna et al., (2014) dans la région du Ferlo au Nord
du Sénégal, a montré que les graines et les feuilles de B. aegyptiaca rentrent dans la cuisine
traditionnelle, selon respectivement 36,7% et 20% des personnes enquétées. Ces valeurs sont
inférieures a celle rapportée par notre enquéte 74,29%. Par ailleurs, Sagna et al., (2014) que
6,56% des enquétés utilisent les fruits de B. aegyptiaca pour préparer des jus, ce pourcentage
est proche de celui rapporté par notre enquéte (2,86%). Cette importance de B. aegyptiaca dans
I’alimentation humaine est due a la valeur nutritive de ses fruits riches en sucres, protéines
vitamines et lipides (Nour et al., 1985; Moustapha et al., 2014).

Pour ce qui est des usages ethno-médicinaux de B. aegyptiaca, le fruit (pulpe et graine)
est I’organe le plus cité par nos informateurs. Les principales pathologies pour lesquelles il est
utilisé son entre autres, le diabéte, I’hypertension, le toussotement, 1’asthme, les maladies
dermiques, le panaris, la diarrhée et les douleurs abdominales. Au Sénégal, 63,12% et 38,21%
des personnes enquétées utilisaient la pulpe et I’amande du fruit pour traiter diverses affections

(Abdoulaye et al., 2017).

L’utilisation de la pulpe de B. aegyptiaca comme traitement contre le diabéte a été
rapportée au Soudan et en Egypte, comme traitement contre I’hypertension au Sénégal (Kamel
et al., 1991; Fortin et al., 1997; Kamel., 1998; Sagna et al., 2014) et comme traitement contre

la constipation au Burkina Faso, en Algérie et au Sénégal (Chevallier et al., 2003). L usage du

fruit pour traiter la diarrhée a été rapporté par Abdoulaye et al., (2017) et I’asthme par (Chothani
et Vaghasiya., 2011).

La similitude des usages médicinaux et culinaires de B. aegyptiaca chez les populations
vivantes dans son aire de répartition, y compris en Mauritanie, est une preuve de la valeur

nutritionnelle, ainsi que des potentialités médicinales et pharmacologiques de cette espece.

De plus, les vertus médicinales potentielles du dattier du désert ont été pour une grande
part démontrées expérimentalement aussi bien in vivo que in vitro (Abdel-Rahim et al., 1986;

Abdallah et al., 2012; Baragob et al., 2014; Hussain et al., 2019).

Par exemple, l'extrait aqueux de fruits de B. aegyptiaca a montré
des propriétés hypoglycémiantes chez le rat diabétique en expérience (Baragob et al., 2014). 11
a également été signalé que la pulpe de fruits de B. aegyptiaca présentait un effet

hypocholestérolémique lors des tests sur des rats albinos adultes (Abdel-Rahim et al., 1986).




De plus, l'extrait méthanolique de pulpe s'est également révélé présenter une activité anti-

dermatophytique sur Microsporum gypseum et Trichophyton rubrum (Hussain et al., 2019).

D’autre part, les huiles de la graine ont montré une activité anticancéreuse
contre les lignées cellulaires de carcinome humain du poumon, du foie et du cerveau, possédait
une activité anthelminthique contre les vers hépartiques (Schistosoma mansoni et Fasciola
gigantica) en plus d’une activité antimicrobienne contre des souches sélectionnées de bactéries
Gram-positives et Gram-négatives (Al Ashaal et al., 2010). En fin, les extraits éthanolique des
racines du dattier du désert semblent posséder un composé bioactif qui a la capacité d’exercer

des propriétés sédatives et anxiolytiques chez la souris (Ya’u et al., 2011).

Il convient de noter que la plupart de ces études ont signalé que les principes actifs

étaient des saponines.

I.2.4. Commentaire

Cette enquéte nous a permis d’apprécier la place importante qu’occupe le dattier du
désert chez la population Mauritanienne et ce pour des raisons socio-culturelles et économiques.
D’apres le tradipraticien Mohamed lamine ould Maghari, les fruits et les feuilles de B.
aegyptiaca ont plusieurs usages médicinaux connus et prouvés : Son fruit (pulpe) est
anthelminthique, purgatif, utile dans le traitement du paludisme, soigne les plaies et les ulceres.
Il traite également le diabete, le rhume, la dysurie, les maladies du foie, les maladies rénales, et

les maladies dermiques, traite aussi les tumeurs et certains cas de lepre. Consommer la pulpe

de B. aegyptiaca renforce la mémoire et stimule I’esprit. Il a ajouté que tous les organes de B.

aegyptiaca contiennent du saponifiable, allusion aux saponines. L’huile extraite des amandes
est utilisée pour soigner le rhumatisme et la cicatrisation des plaies. Pour sa part, le tradi-
praticien Ould ADDA a cité presque les mé€mes propriétés que nous avons notées avec le tradi-
praticien Ould Maghari. Quant au guérisseur Mohamedou Mohamed cheikhna Awfa, le B.
aegyptiaca est utilisée pour traiter le diabéte, I’hypertension, les maladies dermiques, les
douleurs abdominales (par macération des feuilles et des branches dans I’eau), la constipation,
la dysurie (mélange la pulpe des fruits avec I’eau), la gale (la décoction des feuilles et des
branches), I’épilepsie (en mettant un masque a base des feuilles et des branches sur la téte apres
I’épilation). Les amandes des fruits sont utilisées comme pansement des tumeurs. L’émulsion
des fruits est utilisée pour purifier 'eau en éliminant 'hdte intermédiaire de la bilharziose.

La décoction des graines dans I’eau est utilisée pour traiter la gale des animaux (en

I'appliquant comme peinture). Il a signalé que les racines et branches seches de Balanites
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représentent un bon bois de chauffage aussi chaque partie de la plante est utilisée pour la
fabrication du savon. La présence de cette plante dans un endroit est une indication de
I’existence d’eau douce. Les graines de B. aegyptiaca sont utilisées pour la fabrication d’une
soupe largement utilisée dans la nutrition.

La recette alimentaire la plus célebre a base de B. aegyptiaca est préparée en bouillant
les fruits dans 1’eau pendant toute la nuit puis les amandes sont récupérées le lendemain matin
pour les manger directement ou pour fabriquer une soupe. Aussi les femmes préparent a partir
de ces amandes cuites des masques éclaircissants pour visage et corps (parfois les amandes sont

mélangées avec le Henné (Lawsonia inermis).

I.2.5. Conclusion

Cette enquéte ethnobotanique réalisée aupres de 70 personnes de différentes régions de
la Mauritanie (Trarza, Tagant, Nouakchott, Gorgol, Brakna, Assaba, et Adrar) et résidants a
Nouakchott a montré que le B. aegyptiaca est utilisé a différents niveaux chez une population
qui s’intéresse par le naturel et par la médecine traditionnelle et chez cette population toutes les
parties de la plante sont utilisées a des fins alimentaires et médicinales pour traiter nombreuses
maladies dont le diabete, I’hypertension, 1’asthme. Donc a partir de tout ca, on se dit que le B.
aegyptiaca est une une ressource génétique treés importante qui est menacée et qui mérite d’étre
conservée et c’est pour cela on a décidé de faire la caractérisation physico-chimique et la

caractérisation moléculaire.

=  Objectif de I’étude

L’objectif général de cette étude est de contribuer a une meilleure connaissance du
dattier du désert en Mauritanie dans une perspective de valorisation de cette essence forestiere

et plante médicinale encore négligé.
Spécifiquement, il s’agit :

D’analyser et comparer la composition physicochimique des fruits chez des populations
naturelles de B. aegyptiaca dans la zone aride et hyper-aride de la Mauritanie.

D’estimer et comparer la diversité génétique intra et inter-population de B. aegyptiaca
en utilisant des marqueurs moléculaires de type ISSR pour « inter simple sequence

repeated ».
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DEUXIEME PARTIE:

II. Materiels et Methodes : Etude de la variabilité des
populations naturelles de B. aegyptiaca

II.1.Cadre de I’étude

La Mauritanie constitue par sa position géographique (15° au 27° de latitude nord et 5°
au 17° de longitude ouest) une jonction entre 1’ Afrique du Nord et I’ Afrique de I’Ouest. Elle
est limitée au Nord par le Maroc et 1’ Algérie, au Sud par le Sénégal, au Sud et a I’Est par le

Mali et a ’Ouest par I’Océan Atlantique (Figure 22).
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Figure 22: Carte de la Mauritanie et son découpage administratif.

Selon le dernier recensement de la population de 2013, le pays compte 3.500.000
habitants (ONS, 2016) repartis sur une superficie de 1.000.000 de km? soit une densité de 3.5
habitants par km?.

Le pays est largement aride avec les deux tiers de sa superficie couverts par le Sahara et
le un tiers restant situé dans le Sahel. Le pays est globalement ainsi divisé en deux zones
géoclimatiques : la zone saharienne (pluviométrie inférieure a 100 mm) et la zone sahélienne

(pluviométrie 100-500 mm). La majorité de la population vit sur 1’¢levage et 1’agriculture
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pluviale. Ces deux activités sont concentrées dans la zone sahélienne au sud du pays. En
revanche dans la zone saharienne du nord c¢’est plutdt une activité économique autour des oasis

qui prédomine.

I1.2.Sites et populations de I’étude

Les sites d'étude se situent dans deux zones géo-climatiques de la Mauritanie a savoir la
zone sahélienne aride et la zone saharienne hyper-aride couvrant I’aire de répartition de I’espéce
(Figure 23). Ils ont été choisis en fonction de leur accessibilité et de la disponibilité du matériel
végétal. Au total, sept populations ont été prospectées suivant 1’axe Nouakchott-Aleg vers le
sud (Boutilimit, Aghchorguit, et Aleg), ’axe Nouakchott-Atar vers le Nord-est (Yaghref1 et 2),
et I’axe Nouakchott-Nouadhibou vers le nord (Tazyazet et Chami) (Tableau 6).
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Figure 23 : Carte de la Mauritanie montrant la localisation des sites de 1’étude.




Tableau 6 : Présentation des sites de 1'étude.

Populations* Codes utilisés Etage Latitude (°W) Longitude (°N)
climatique

Aleg ALG Sahelien 14°01' 12,7" 17°05' 56,5"
Aghchorguit AG Sahelien 14°13'09,7" 17°13'57,0"
Boutilimit Sahelien 14°51'44,0" 17°40'21,3"
Yagref 1 Saharien 13°27'33.40" 20°13'40.01"
Yagref 2 Saharien 13°1921.77" 20°15'9.48"
Tazyazet Saharien 15° 58 30~ 19° 58° 00~
Chami CH Saharien 16°16° 51" 20° 56’ 517

(*) Pour I’analyse physicochimique, les sites de Tazyazet et Yaghref 1 n’ont pas été inclus dans I’étude.

I1.3. Echantillonnage et mode de collecte

Selon le type d’analyse envisagé, nous avons réalisé I’échantillonnage de jeunes folioles
pour I’analyse moléculaire et 1’échantillonnage des fruits au stade mir pour I’analyse de la

variabilité physicochimique.

IL.3.1. Echantillonnage des feuilles

Le prélevement de jeunes folioles a été réalisé pendant la période de septembre 2014 a
septembre 2016, sur 91 arbres appartenant a 7 populations naturelles de B. aegyptiaca (a raison

de 8 a 16 arbres par population).

En raison du mode de propagation végétative de Balanites (drageonnage), une distance

minimale de 20 m sépare chaque deux arbres échantillonnés.

Les feuilles ainsi collectées ont été gardées au froid et transportées au laboratoire de
Microbiologie et Biologie Moléculaire de la Faculté des Sciences de Rabat et stockées a -80 °C

avant d'étre lyophilisées et vibro-broyées.

I1.3.2. Echantillonnage des fruits

Le matériel végétal utilisé a été constitué des fruits provenant de 30 arbres de B.
aegyptiaca issus de 5 populations naturelles des 7 sites décrits précédemment. Les fruits miirs
ont été collectés pendant les saisons de récolte 2016 et 2017, sur 30 arbres de B. aegyptiaca (six

arbres de chaque site). Apres avoir €talé une feuille en plastique autour du tronc de 1'arbre, les




fruits de chaque arbre ont été récoltés en secouant les branches supérieures de 1'arbre a I'aide

d’un long baton et 30 des fruits miirs tombés ont été choisis au hasard et mélangés comme lot

unique. Ils ont ensuite été rapidement transportés dans une glaciere jusqu'au laboratoire ou les

criteres morphologiques ont été immédiatement mesurés. Des lots de fruits ont ensuite été
séchés dans une étuve a 60° avant la caractérisation physico-chimique ou stockées a -20 °C.
I1.4. Caracteres étudiés

Au total 13 caracteres dont 3 décrivant la morphologie du fruit et 10 décrivant les
propriétés physicochimiques du fruit (8 relatifs a la pulpe et 2 relatifs a la graine) ont été étudiés

(Tableau 7 et 8).

Tableau 7 : Criteres morphologiques des fruits de B. aegyptiaca étudiés.

Parametre Unité

Longueur du fruit Millimetre (mm)
Epaisseur du fruit mm
Poids du fruit Gramme (g)

Teneur en eau %

Tableau 8 : Criteres physico-chimiques des fruits de B. aegyptiaca étudiés.

Parameétre Unité

Criteres de la pulpe
Teneur en eau %
Teneur en sucres totaux g/100g matiere seche (MS)
pH -
Acidité titrable g/100g MS
Tanins solubles mg équivalents acide tanique/100g MS
Polyphénols totaux () mg équivalent acide gallique/100g MS
Flavonoides totaux (mg QE/100g DM) mg équivalents quercétine/100g MS

Activité antioxydante (TEAC/100g DM) umol équivalent trolox/100g MS

Criteres de la graine (amande)
Teneur en lipides (huiles) g/100 g MS

Teneur en protéines g/100 g DM




I1.4.1.Caracteres morphologiques

*  Longueur du fruit

La longueur du fruit (mm) a été mesurée a partir de la longueur moyenne de dix fruits a

I’aide d’un pied a coulisse numérique avec une précision de + 0,1 mm.
= Epaisseur du fruit

Epaisseur du fruit (mm) a aussi été mesurée a partir de I’épaisseur moyenne de dix fruits

a I’aide d’un pied a coulisse numérique avec une précision de + 0,1 mm.
*  Poids du fruit

Le poids du fruit (en gramme) a été mesuré a partir du poids moyen de dix fruits a I’aide

d’une balance de précision de type Ohaus (Ohaus, Heuwinkelstrasse, Suisse).

I1.4.2. Caracteres physicochimiques

= Teneur en eau

La teneur en eau des fruits a été déterminée en séchant 1 g de pulpe du fruit dans une
étuve a 65° jusqu'a la stabilisation du poids, et le pourcentage d’humidité a été calculé selon la

formule suivante :
% humidité = [(poids frais — poids sec)/poids frais] x 100.
= pHde jus de pulpe

Le pH du jus de fruit a été mesuré sur une solution a 50 g/l de jus de pulpe par un pH-
metre de type SympHony SB70P. Deux solutions tampons de pH 4 et 7 ont été utilisées

respectivement pour étalonner le pH-metre.
*  Acidité totale titrable

L’acidité titrable a été déterminée par la neutralisation de I’acidité présente dans la pulpe
du fruit par une solution de NaOH a 0,IN avec la phénolphtaléine comme indicateur coloré

selon le protocole de I’AOAC (1990) (Chemists., 1990):

» Préparer une solution de jus de pulpe a 5% et la filtrer

» Mettre 10 ml de la solution précédemment préparée dans un bécher




» Ajouter 3 gouttes de phénolphtaléine
» Titrer par une solution d’hydroxyde de sodium (NaOH) a 0,1 N jusqu’au virage au rose
ou orange
L’acidité exprimée en gramme d’acide malique (AM) /100g de matiere fraiche (MF) a été
déterminée par la formule suivante:
Acidité totale titrable [g AM /100 g de pulpe] = 0,67. V. N
Ou 0,67 = facteur de conversion pour le passage en acide malique
V = volume de solution d’hydroxyde de sodium 0.1 N utilisé (ml)

N = normalité de la solution d’hydroxyde de sodium

=  Dosage des sucres totaux

- Extraction

Les sucres totaux sont préalablement extraits de 1g de pulpe desséchée a 1’aide d’une

solution éthnolique a 80%:

Mélanger 1 g de pulpe séche avec 20 ml d’une solution éthanolique a 80%
Centrifuger le Mélange

Récupérer le surnageant dans un autre tube a essai

Incuber la solution & 80°C pendant 24H pour faire évaporer I’éthanol
Compléter le volume de la solution a 20 ml avec de 1’eau distillée

- Dosage

Le dosage des sucres totaux a été réalisé par la méthode de phénol-sulfurique (Dubois
et Gillet., 1956). En présence d’acide sulfurique, les oses perdent de 1’eau et se transforment en

dérivés furfuraliques qui a leur tour réagissent en milieu acide avec les phénols pour donner des

composés colorés (couleur jaune-orangé), dont I’intensité est proportionnelle a la concentration

en glucides.

Mode opératoire : 0,1 ml d’extrait dilué¢ (ou 0,1 ml d’eau distillée pour le blanc) ont été
mis dans un tube a essaie en ajoutant 1 ml de phénol a 5%. Ensuite, 5 ml de H2SO4 ont été
ajoutés rapidement. Les tubes ont été placés au bain marie bouillant pendant 20 min, puis
refroidis a D’obscurité. La densité optique a ét¢ mesurée a 495 nm a l'aide d’un
spectrophotometre. Les résultats ont été¢ exprimés en g d’équivalents glucose /100 g de maticre
seche, en se référant a une gamme étalon de glucose de 200 a 800 ug/ml préparée dans les

mémes conditions.




=  Dosage des polyphénols totaux

- Extraction

- Mélanger 1,5 g de pulpe séche avec 10 ml de méthanol a 80%

- Laisser réagir pendant 1H au froid en agitant de temps en temps

- Filtrer a I’aide de papier Whatman puis centrifuger a 10000 trs/min a 4°C pendant 10 min
- Récupérer le surnageant

- Réaliser trois lavages du culot par le méthanol a 80%

- Regrouper tous les surnageants dans un tube et les stocker a -20°C jusqu’a leur utilisation
- Dosage

Le dosage de poly-phénols totaux a été réalisé par le réactif de Folin-Ciocalteu selon la
méthode de Singelton et Rossi (Singelton et Rossi., 1965) en utilisant 1’acide gallique comme
standard. Ce dosage repose sur une réaction de réduction du réactif de Folin-Ciocalteu
(constitué d’acides phosphotungstique et phosphomolybdique) lors de I’oxydation des phénols,
en milieu alcalin. Les produits de réduction (tungstene et molybdene) présentent une coloration
bleue et absorbent a 755 nm. Cette coloration reflete la quantité de phénols exprimés en
équivalent d’acide gallique.

Mode opératoire : Dans chaque tube a essai, 7,5ml d’eau distillée ont été ajouté a 0,5ml
de reactif de folin ciocalteu et 0,5ml de I’extrait dilué¢ (ou 0,5 ml d’une solution d’acide gallique

(10/25/50/100/200 ppm) ou 0,5 ml d’eau distillée pour le blanc). Le mélange réactionnel a été

bien mélangé a I’aide d’un vortex et laissé¢ pendant 10 min & température ambiante avant

d’ajouter 3ml de carbonate sodium. Les solutions ont été incubées au bain marie a 40° pendant
20 min ensuite elles ont été mélangées puis refroidies directement dans un bain de glace pendant
3 min. L’absorbance a été mesurée par spectrophotometre a 755 nm.

La teneur en phénols totaux est donnée en mg d’équivalents d’acide gallique (EAG)/g de
matiere seche (MS); elle a été calculée a partir de la courbe d’étalonnage provenant de la

régression linéaire des valeurs obtenues pour les solutions standards d’acide gallique.
=  Dosage des flavonoides totaux

Le dosage des flavonoides totaux a été réalisé en apportant quelques modifications sur
le protocole décrit par Kim et al., (2003) et Zhishen et al., (1999). Cette méthode est basée sur
la formation d’un complexe trés stable entre les composés phénoliques (flavonoides) et le

chlorure d'aluminium. Ce complexe est de couleur jaune et détectable dans le visible a 430 nm.




Mode opératoire : 400 pl d’extrait méthanolique dilué ont ét¢ mélangés avec 120 ul de
NaNO:; a 5 %, Apres 5 minutes 120 pl d’AlICI; a 10 % ont été ajoutés au mélange réactionnel.
La solution est mélangée a 1’aide d’un vortex. Aprés 6 minutes, 800 ul de NaOH a 1N sont
ajoutés au milieu. L absorbance est lue immédiatement a 430 nm. Le résultat a été exprimé en
mg d’équivalents quercétine/g de matiere séche; il a été déduit de la courbe de calibration
provenant de la régression linéaire des valeurs obtenues pour les solutions standards de
quercétine. La gamme de quercétine est tracée pour des concentrations comprises entre 0 et 200

mg/l.
Mesure de I’activité antioxydante

L’activité antioxydante est mesurée par la spectrophotométrie selon la méthode de
Brand-Williams et al., (1995) modifiée, en utilisant le 2,2-diphény-1-pycrylhydrazyle (DPPH)
comme radical libre. Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a
piéger le DPPH. Le DPPH est un radical libre et stable de couleur violette, est réduit en un

composé de couleur jaune en présence des composés anti-radicalaires.

Mode opératoire
- Préparation des solutions :
v" Une solution de DPPH de 0.1 mM dans le méthanol
v Solutions standards de Trolox a différentes concentrations (1/1.5/2/3/4 mM) dans le
méthanol

0,1 ml de chaque solution méthanolique de Trolox (1/1,5/2/3/4 mM) a ét€ mélangé avec 10 ml
de la solution méthanolique de DPPH, I’absorbance de ces solutions est mesurée apres 30
minutes @ 517 nm. Aussi 0,1 ml de I’extrait méthanolique de la pulpe a été mélangé a 10 ml de

la solution méthanolique de DPPH, I’absorbance des solutions a été lue apres 30 minutes a 517

nm. L’activité antioxydante a ét¢ donnée en umol d’équivalents trolox (ET)/100g de matiere

seche; elle a été déduite de la courbe de calibration provenant de la régression linéaire des

valeurs obtenues pour les solutions standards de Trolox.

Tanins solubles

Le dosage des tanins solubles a été réalisé€ par 1a méthode colorimétrique de Folin-Denis,
décrite par Taira., (1996). Cette méthode est basée sur la réduction de I'acide
phosphomolybdique et tungstique en milieu alcalin, en présence de tanins pour donner une

coloration bleue.




Mode opératoire : Dans une fiole de 50ml, 7,5 ml d’eau distillée ont ét¢ mélangés avec 1

ml de jus de fruits, 5 ml de réactif de Folin-Denis et 10 ml de la solution saturée de Na,COs.

Apres 30 min la densité optique a été mesurée a 760 nm. Le blanc a été mesuré dans les mémes
conditions en utilisant I’eau distillée a la place de I’extrait de la pulpe.

La teneur en tanins solubles a été exprimée en mg d’équivalents d’acide tannique (EAT)/

g matiere seche; en se référant a une gamme étalon d'acide tannique de 0 a 100 mg/1 préparée

dans les mémes conditions.

Teneur en Protéines

La teneur en protéines dans les graines (amandes) a été¢ déterminée par la méthode de
Kjeldahl., (1883), en utilisant un facteur de conversion de l'azote de 6,25. Cette méthode se base
sur le dosage de I’azote total présent dans 1’échantillon, Elle se résume en trois étapes (la
minéralisation, la distillation, le titrage).

» Minéralisation

Au cours de la minéralisation, et sous haute température (400°C), 1’azote protéique est
transformé en azote ammoniacal par oxydation de la matiére organique par 1’acide sulfurique
concentré en présence d’un catalyseur.

> Distillation

La distillation de I’ammonium en ammoniac est réalisée par 1’ajout d’un excés de soude

pour changer le pH acide en un pH basique. L’ammoniac est entrainé par la vapeur d’eau et

repris dans une solution d’acide borique contenant un indicateur colore€.

» Titration
Le titrage de ’ammoniac complexe avec de I’acide borique (H3BO3) est réalisé par une

solution d’acide sulfurique (0,1N) en présence d’un indicateur coloré.

Mode opératoire : 0,5g d’échantillon est mis dans des matras avec un catalyseur (2g de
sélénium, 20g de sulfate de cuivre, 80g de sulfate de potassium), et 20ml d’acide sulfurique
concentré (98%). Un témoin est réalisé dans les mémes conditions sans échantillon. Les
échantillons sont placés sur un bloc minéralisateur chauffé a 400°C pendant environ 2h sous
une hotte chimique. Apres refroidissement, le contenu est versé dans des fioles puis ajusté le
volume jusqu’a 100ml de I’eau distillée. L’ammoniac est distillé a 1’aide d’un analyseur en

présence de la soude 40%. Le distillat recueilli dans un erlenmeyer contenant 20ml de solution




d’acide borique est titré par I’acide sulfurique 0,IN jusqu’au virage de couleur violet vers
I’orange.

La teneur en protéines est exprimée selon la formule suivante :

(Ve —Vg) x N x 14,007

y MS
100

% N=100x
M

% Protéines = N x F
P% : pourcentage de protéine

VE : volume d’acide utilisé pour la titration de 1’échantillon (en L)

V3 : volume utilisé pour la titration du blanc (en L)

N : normalité de 1’acide sulfurique (mol.L™")

M : masse en gramme de la prise d’essai (en g)
MS : teneur en matiere seche de I’échantillon (%)

F : facteur de conversion de I’azote en proteines (F=6,25)

Teneur en lipides totaux

La teneur en lipides dans les graines de B. aegyptiaca est détermnée apres 1’extraction
au soxhlet Analytique-BIPEA., (1976). Une quantité de 1g de 1’échantillon est mise dans une
cartouche en cellulose (cartouche de Whatman) ensuite, elle est placée dans la chambre
d’extraction. Un bécher préalablement pesé (P1) est rempli aux deux tiers par I’hexane et le
placé a la position correspondante sur la plaque chauffante. La durée de 1’extraction est de 6
heures. Le solvant est éliminé par évaporation. Le bécher contenant la matiere grasse est séché
a 130 °C pendant 30 minutes pour éliminer le reste du solvant, ensuite il est refroidi au

dessiccateur pour atteindre la température ambiante puis il est pesé (P2).

Les résultats obtenus ont été exprimés en utilisant la formule suivante :

P, — P
%MG = —2.100

E

MG = matiere grasse
P2 = poids du bécher + masse de la matiere grasse (g) sec
P1 = poids du bécher vide (g)

PE = prise d’essai




I1.4.3. Caracterisation moléculaire

Nous avons analysé la variabilité génétique des populations naturelles de B. aegyptiaca

moyennant les marqueurs ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat).

Les marqueurs ISSR utilisés

Pour le marquage des populations naturelles de B. aegyptiaca, nous avons utilisé 16

amorces polymorphes. Leurs séquences et leurs températures de fusion respectives sont

données dans le tableau 9.

Tableau 9: Liste des amorces ISSR utilisées.

Sequences Tm
Primers
5a3 °C

(AG)8C
(AG)ST
(AG)8TC
(AG)8CA
(AG)STA
(AG)8CC
(CT)8G
(CT)8T
(GA)8C
(GA)SCT
(GA)STT
(GT)8C
(GT)6CC
(GT)6GG
(GT)6CG

(GT6TG




=  Extraction de ’ADN génomique

Le matériel végétal utilisé dans cette partie est constitué de feuilles issues de 91 arbres
de B. aegyptiaca préalablement lyophilisées a I’aide du lyophilisateur (Christ, Alpha 1-2 LO)
et broyées par le vibro-broyeur (Plus Retsch, MM 400). L’extraction de I’ADN génomique a
été réalisée par un kit commercial (Bioline Isolate II Plant DNA Kit). Le choix de cette
technique est justifié¢ par sa rapidité, sa reproductivité et aussi I’absence d’utilisation de produits

toxiques.

Mode opératoire : 20 mg de matériel végétal sont introduits dans un tube Eppendorf (2 ul) dans
lequel 300 ul de tampon de lyse (PA2) et 10 ul de RNase sont ajoutés. Le mélange est incubé
a 65° pendant 10 min avant d’ajouter 75 ul de tampon de précipitation (PL3) et le tout est incubé
dans la glace pendant Smin, puis centrifugé a 16000g pendant 5 minutes. Par la suite, le
surnageant est filtré pour éliminer les debris cellulaires et mélangé avec 450 ul de tampon de
fixation (Binding Buffer). Le mélange est transféré dans une colonne contenant une membrane
de silice sur laquelle I'ADN va se fixer puis étre centrifugé a 11000g pendant 1 min. Toutes les
impuretés sont éliminées en ajoutant un tampon de lavage (PAW). Finalement, I’ADN est ¢lu

dans 100 pl de tampon d'élution et conservé a -20. Le protocole détaillé est mis en annexe3.

L’analyse quantitative et qualitative, de 1I’ADN extrait, est réalisée par le
spectrophotometre Thermo Scientific NanoDrop 2000c UV-Vis. Ce dernier permet de préciser
la concentration des acides nucléiques a partir d’une goutte de 1’échantillon (1 pl), en mesurant
leur densité optique (DO) a 260 nm, qui est la zone d'absorbance maximale des acides
nucléiques. Le ratio des densités optiques (260/280) permet de mesurer le degré de la pureté de
I’ADN. Un ratio 260/280 compris entre 1,8 et 2,2 témoigne d’une bonne qualité d’ADN. Donc
un ratio 260/280 inférieur a 1,7 signifie une contamination par les protéines et s’il est supérieur
a 2,2 ¢a indique une contamination probable par I’ARN. Aussi le rapport 260/230 doit étre

compris entre 2,0 et 2,2 pour exclure la contamination par les contaminants absorbants a une

longueur d’onde de 230 nm (comme les sucres et polyphénols). Une deuxiéme évaluation de

qualité et de I’intégrité¢ de I’ADN a été réalisée par la migration sur gel d’agarose a 1%.
Optimisation du mélange réactionnel de I'amplification ISSR-PCR

Pour ’amplification de I’ADN par ISSR, nous avons utilisés le protocole de (Zietkiewicz

et al., 1994) comme protocole de base en faisant plusieurs optimisations de certains composants




du mélange réactionnel (concentrations d’ADN, amorces, Mgcl, et ANTP), afin de bien

adapter ce Protocol.

v Pour la concentration d’ADN, nous avons testé 4 concentrations différentes : 2, 4, 8 et
10ng.

v' Les concentrations des amorces sont aussi un facteur important pour 1’amplification,
trois concentrations ont été testées : 2, 4 et 5 uM.
La concentration du MgCl; est un facteur treés important a ajuster parce que le MgCl, en
exces peut inhiber 1’amplification. Dans ce travail, nous avons testé 4 concentrations
différentes : 1,5 mM, 2 mM, 2,5 mM et 3 mM.

v" La concentration en dNTP a été aussi optimisée, nous avons essayé avec deux

concentrations différentes : 2 et 4 mM.

Nous avons aussi joué sur la température d’hybridation (Tm) et le nombre de cycle. Apres
plusieurs réactions d’optimisation, nous avons opté pour le mélange réactionnel et le

programme d’amplification qui ont donné les meilleurs profils d’amplifications.
Protocol d’ amplification de ’ADN par ISSR-PCR

Aprés une série d’optimisation, 16 amorces a simple séquence répétée additionnées
d’une a deux bases arbitraires ont été retenues (Tableau 9). L’amplification par PCR a été
réalisée en portant quelques modifications sur le Protocol de (Zietkiewicz et al., 1994). La
réaction d’amplification a été réalisée dans des tubes PCR de 0,2 ml avec un volume final de
25 pl contenant 4 ng/ul d’ADN génomique, 1 unité¢ de Taq polymérase, Tampon PCR a 1X,
2mM de dATP, dCTP, dGTP et dTTP, 2,5 mM MgCl,, et 4 uM d’amorce. L’amplification de
I’ADN est effectuée dans un thermocycleur (Veriti® 96-Well Thermal Cycler) en commengant
par une étape de dénaturation initiale a 94°C pendant 7 minutes suivi par 32 cycles de : 30 s a
94°C, 45 s a Tm d’amorce, 2 min a 72°C et une étape d’¢élongation finale de 7 min a 72°C. Pour
vérifier la non-contamination de résultats, un témoin négatif (contenant tous les composants

sauf I’ADN) a été réalisé.
Analyse des produits PCR sur gel d’agarose

Apres I’amplification par PCR, 5ul de tampon de charge sont ajoutés a I’amplifia enfin
de suivre I’¢lectrophorese, et le mélange est soumis a une migration sur gel d’agarose a 2,8 %,
en présence lkb DNA Ladder (Bioline) comme marqueur de poids moléculaire.

L’¢lectrophorese est réalisée dans le tampon TAE 1X a 100 V pendant 3 heures. Aprés la
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migration, le gel est placé dans un bain de bromure d’éthidium (BET) pendant 20 min puis
visualisé sous les UV et photographié a l'aide d'un appareil de type EnduroTM GDS (Labnet,
USA). Les photos de gels enregistrées sous format tiff, ont été transférées au logiciel Gel
Compar II version 2,5 (Applied Maths) pour I’analyse statistique. Une matrice binaire établie
par gel compar II, a été exportée aux logiciels genAlex et popgene pour effectuer d’autres

analyses statistiques.

IL.S. Méthodes d’analyse des résultats

I1.5.1.Analyse des résultats par Gelcompar I1

Le Gelcompar est un logiciel qui permet la standardisation, la comparaison des profils
electrophoretiques et la construction d’une matrice binaire de présence/absence des bandes chez

les individus étudiés.

Les photos des gels générées aprés 1’électrophorése des produits PCR-ISSR, ont été
converties en format Tiff, puis elles sont traitées par le logiciel GelComparll (version 2,5,
Applied Maths, Kortrijk, Belgium). Ce dernier peut détecter et identifier toutes les bandes
visibles sur chaque gel, et la normalisation des gels a été réalisée en utilisant le marqueur de
poids moléculaire 1kb. Chaque bande est marquée par la taille des fragments qu’elle
correspond. En suite, la matrice binaire présence/absence a été€ construite, en tenant compte 'l
pour présence et '0' pour absence. A partir de cette matrice, Le pouvoir discriminant des

marqueurs ISSRs a été mesuré a ’aide des parametres suivants : PIC, Rp, ML

Le PIC (Polymorphism Information Content) est un indice de la puissance d’un
marqueur a détecter le polymorphisme dans une population, il a été calculé selon la formule
décrite par (Roldan-Ruiz et al., 2000) : PICi=2fi (1—f1),0u PICi est le contenu en information
polymorphique du marqueur i, fi est la fréquence de I’alléle amplifié (allele présent) et (1—fi)

est la fréquence de ’allele absent (bande absente).

L'indice de marqueur (MI) a été calculé a partir de la formule proposée par (Powell et
al., 1996) : MI=PIC x EMR, ou EMR (effective multiple ratio) est défini comme le produit de
la fraction des loci polymorphes (p) et le nombre de loci polymorphes(n) (EMR = Bxn).

Le pouvoir de résolution (RP) pour chaque amorce a été calculé en utilisant la formule
de Prevost et Wilkinson., (1999) : Rp=XIb, Ib représente l'information du fragment et calculé
comme suit : Ib =1-[2 x]|0.5—p|], ou p représente la proportion des génotypes contenant le

fragment.




I1.5.2. Analyse par GenAlex v6,5

La matrice générée par gelcompar, a été exportée vers le logiciel GenAlex v6,5 (Peakall
et Smouse., 2006, 2012) afin d’évaluer les parametres de diversité génétique suivants: nombre
total d’alléles (Na), nombre effectif d'alleles (Ne), nombre d’alleles privés, indice de Shannon
(I), et pourcentage de loci polymorphe (%P). Aussi 1’analyse en coordonnées principales
(PCoA) et I’analyse de la variance moléculaire (AMOVA) ont été ¢galement réalisées a 1’aide

du logiciel GenAlex v6,5.

I1.5.3. Analyse par POPGENE version 1,32

Le logiciel POPGENE a utilisé la matrice binaire « Présence/Absence» comme base de
données pour calculer, le coefficient de différentiation génétique (Gst), et le flux de gene (Nm).
Les données ont été analysées en utilisant le programme SIMQUAL (similarity for qualitative
data) pour générer des coefficients de similarité de Jaccard et pour construire un dendrogramme
basé sur la méthode de regroupement UPGMA employant la procédure SAHN (Sequential
Agglomerative Hierarchical and Nested Clustering) du programme NTSYS-PC v. 2.02
(Applied Biostatistics, Setauket, N.Y.) (Rohlf., 1997).

I1.5.4. Analyse par le logiciel STRUCTURE

La structure génétique des populations de B. aegyptiaca a été analysée en utilisant un
algorithme Bayesien implémenté dans le logiciel STRUCTURE v2.3.4, qui permet de déduire
le nombre de grappes génétiquement distinctes (K) sans prendre en compte les populations
d'origine ni le nombre de populations étudiées. Vingt simulations indépendantes ont été
réalisées pour chaque valeur simulée de K (le nombre de populations). Le nombre de clusters
possibles allant de K=1 a K=10. Les analyses inclus une période d’initialisation (burn-in period)
de 30000 itérations et 50000 répétitions de Monte Carlo de chaines de Markov (MCMC) avec
des modeles de fréquences alléliques corrélées. Le nombre de populations a été évalué en
utilisant la méthode AK d’Evanno (Evanno et al., 2005), basée sur la valeur maximale de AK

avec le logiciel en ligne Structure Harvester (Earl et vonHoldt., 2012).

I1.5.5. Analyse par SPSS

Le logiciel SPSS (Statistical Package for Social Sciences) est un logiciel informatique

spécialisé en traitement statistique des données. Il a ét€¢ développé en 1968 par Norman H. Nie,




Dale H. Bent et C. Hadlai Hull (Gouda., 2015). Le SPSS est un logiciel statistique tres puissant

et dispose d’un trés grand nombre de fonctions statistiques (Gouda, 2015).

Pour exploiter les résultats des caracteres morphologiques et biochimiques, le logiciel
SPSS version 22.0 a été utilis¢é pour I’analyse statistique de données. Nous avons
successivement effectué, une analyse statistique univariée (tri a plat) pour décrire les
observations, une analyse statistique bivariée pour mesurer le sens et I’intensité des relations

entre les variables, et une analyse multivariée (ACP).

Les tests utilisés : test de normalité de K-S /Shapiro wilk, test d’Anova pour comparer
les 7 populations pour les distributions normales et test Kruskal Wallis pour les distributions

non normales, ACP (analyse en composante principale).

I1.6. Paramétre d’estimation de la variabilité génétique

L’étude de la diversité génétique de B. aegyptiaca a été réalisée a deux niveaux :

évaluation de la diversité génétique intra et intre-populations

I1.6.1.Parametres de diversité intra-spécifique

Pour mesurer la diversité génétique intra-population, plusieurs parametres ont été
calculés a 1‘aide du logiciel GenAlex v6,5. La mesure de ces parametres a été faite pour chaque

locus, apres la moyenne est prise sur tous les loci.

= Taux de polymorphisme

Le taux de polymorphisme (P%) est le pourcentage de locus polymorphes par rapport a
I’ensemble des locus étudi€s. Dans ce présent travail, 505 marqueurs polymorphes ont été
générés moyennant 16 amorces ISSRs, et le taux de polymorphisme a été calculé pour chaque

population étudiée en utilisant le logiciel GenAlex 6,5.

= Nombre total d’alléles (Na)

Le nombre total d’alleles (Na), appelé également la richesse allélique, il est défini par le
nombre total d'alleles par rapport au nombre de loci. Ce parametre a été calculé par GenAlex

6,5 selon la formule suivante : Na= Nombre total d’alléele/Nombre de loci.




= Nombre effectif d’alleles (Ne)

Le Nombre effectif d’alleles est défini par le nombre d’alléles que la population devrait
présenter la méme fréquence pour tous ces alleles pour avoir le méme indice de diversité. Ce
parametre a été calculé par le logiciel GenAlex v6,5 en suivant 'équilibre de Hardy-Weinberg

selon la formule suivante :
Ne=1/(p"2+ q”*2) ou q=(1-fréquence de bande)"0,5 et p = (1 —q).
= Indice de Shannon (I)

L’indice de Shannon (I), est un indice permettant de mesurer la diversité spécifique, en
prenant compte le nombre d’especes, et également la distribution des individus au sein de
chaque espece. Plus cet indice est ¢levé, plus I’hétérogénéité de la population est grande. Ce

parametre a été calculé par GenAlex v6,5 en utilisant la formule suivante :

I=-1%(p * Ln (p) + q * Ln(q)) ou q = (1 - fréquence de bande)"0,5 et p = (1 —q).

I1.6.2. Parametres de diversité inter-spécifique

La diversité génétique inter-populations a été évaluée en mesurant les parametres

suivants:

= AMOVA

L’analyse de variance moléculaire (AMOVA) est une méthode statistique qui permet
d’étudier la différentiation génétique en estimant la part de chaque niveau de variabilité (intra
et inter-population). Dans ce travail, I’analyse de variance moléculaire a été réalisée par
GenAlex v6,5 en utilisant la matrice de distance. La signification des données a été testée par

un test de permutations (n=999).
Classification hiérarchique

La classification hiérarchique est une méthode permettant de visualiser les relations
génétiques existantes entre des individus (ou des populations), en les regroupant dans un certain
nombre de groupes (ou sous-groupes) a partir d’une matrice de distances génétiques. Chaque
groupe rassemble les individus les plus proches génétiquement. La méthode UPGMA
(Unweighted pair group method with arithmetic mean), est 1’algorithme le plus utilisé en

génétique de population pour la construction du dendrogramme. Elle se base sur un




regroupement séquentiel par lequel les relations entre les unités sont identifiées par ordre de
similarité et produisant un arbre de classification appelé, le dendrogramme (Liu., 2008;
Pakhrou., 2017). La classification hiérarchique des differents individus de B. aegyptiaca a été

réalisée par la méthode UPGMA avec le logiciel NTSYS-pc v 2.02.
Analyse en coordonnées principales (PCoA)

L’analyse en coordonnées principales (PCoA) est une méthode multi-variée, permettant
de visualiser les corrélations existantes entre des variables ou des observations sur un plan
factoriel a deux ou trois dimensions afin d’identifier la similarité ou les différences entre les
échantillons étudiés. La PCoA est une généralisation de I’ACP (analyse en composantes
principales), elles partagent le méme principe. La distance entre les points relevés peut calculer
aussi bien de maniére euclidienne que d’autres manicres de calcul en générant des matrices de
distance ou de similarité. Il est préférable de I'utiliser a la place de I'ACP surtout pour les

données non quantitatives ou pour celles qui contiennent de nombreux zéros (Glele et al., 2016).
Coefficient de différenciation génétique (Gsr)

Le coefficient de différenciation génétique (GST), est un indice permettant de mesurer
le niveau de différenciation génétique entre populations. Il exprime la proportion de la
variabilité totale due a la différence entre les populations. Cet indice a été proposé par Nei

(1973), et il est calculé selon la formule suivante (Kremer., 1994):
Gsr=1-Hs/Hr
Ou Hs est la diversité génétique intra populations ; Hr est la diversité génétique totale.

La différenciation génétique entre les différentes populations de B. aegyptiaca a été

calculée par le logiciel Popgene version 1,32.

Flux de génes

Le flux de genes est un processus d’échange des genes ou de leurs alleles entre les
populations. Ce processus conduit a ’homogénéisation des fréquences alléliques entre les
populations et favorise la diversité génétique intra-population. Au méme titre que la sélection,
la dérive génétique et la mutation, le flux de genes représente un facteur évolutif majeur. Le
nombre de migrants effectifs par génération (Nm) est relié a la différenciation génétique (GST),

comme indiqué dans la formule suivante :




Nm = 0,5(1 - Gst)/Gst

Ou N est la taille effective de la population et m le taux de migration.

Ce parametre a été calculé a 1’aide du logiciel Popgene version 1,32.
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TROISIEME PARTIE:

Résultats et discussions

II1.1 Etude phytochimique du Fruit de B. aegyptiaca

I11.1.1 Introduction

A notre connaissance, les ressources génétiques de B. aegyptiaca en Mauritanie n’ont
fait I’objet d’aucune étude d’évaluation de leurs potentialités agronomiques, médicinales, ainsi
que des connaissances traditionnelles, malgré I’abondance de ces ressources et les multiples
usages alimentaires, médicinales, en plus du revenu d’appoint non négligeable qu’elles

procurent aux populations notamment en milieu rural.

Dans cette section, nous présentons et discutons les résultats de la variabilité physico-
chimique, des composés bioactifs et de [’activité anti-oxydante des fruits de Balanites
aegyptiaca collectés sur 30 arbres appartenant a cinq sites dans les régions aride (Sahel) et

hyper-aride (Sahara) de la Mauritanie.

Cette partie a fait I’objet d’une publication parue dans la revue Plants a Facteur d’impact

= 2,632 (annexe 1).

Selouka Mint Abdelaziz, Fouteye Mint Mohamed Lemine, Hasni Ould Tfeil,
Abdelkarim Filali-Maltouf, Ali Ould Mohamed Salem Boukhary. Phytochemicals, Antioxidant

Activity and Ethnobotanical Uses of Balanites aegyptiaca (L.) Del. Fruits from the Arid Zone
of Mauritania, Northwest Africa. Plants; 2020, 9(3), 401;
https://doi.org/10.3390/plants9030401

II1.1.2 Résultats

I11.1.2.1 Analyse descriptive des propriétés physico-chimiques du fruit

Sur les 13 variables morphologiques et physicochimiques du fruit des populations étudiés,
la teneur en lipides, le pH et la teneur en protéines ont montré des coefficients de variation
inférieurs a 10%, la longueur et I’épaisseur des fruits ont présenté des coefficients de variation
entre 10% et 20%, et le poids des fruits, I’humidité, la teneur en sucres totaux, I’acidité titrable,
les tanins solubles, les polyphénols, les flavonoides et 1’activité antioxydante, ont montré des

coefficients de variation supérieure a 20% (Tableaux 10 et 11).



https://doi.org/10.3390/plants9030401

Tableau 10: Analyse descriptive des parametres morphologiques des fruits de 30 arbres de B.
aegyptiaca collectés dans 5 sites en zones aride et hyper-aride en Mauritanie.

Parametre

(Unité) Min Max Moyenne Ecart-type C.V (%)

Longueur du
fruit (mm)

Largeur du fruit
(mm)

Poids du fruit

6,8 45
(2)

Teneur en eau

(%) 30,1 21,9

CV: coefficient de variation

Le poids moyen le plus élevé a été observé chez les fruits des arbres du site aride
d'Aghchorguit avec une moyenne + écart-type de 5,8 = 0,9 g (Tableau 16, annexe 5). Les
populations de Yaghref et Aleg sont caractérisés par la longueur + écart-type et la largeur +
écart-type des fruits les plus faibles (19,5 + 1,1 et 15,8 £ 1,9 mm, respectivement), par contre
la longueur + écart-type des fruits la plus importante est observée chez la population d'Aleg

(25,7 £ 3,4 mm) et le diametre + écart-type le plus élevé est observé dans la population

d'Aghchorguit (20,5 + 2,1 mm). La teneur en eau (+écart-type) de fruits des sites arides d'Aleg

(28,1 £ 9%) et d'Aghchorguit (24,6 + 2,6%) étaient plus élevées que celle des sites hyperarides
de Yaghref (20,3 £ 5,7%) et Chami (21,1 £ 3%).




Tableau 11: Analyse descriptive des parametres phytochimiques des fruits de 30 arbres de B.
aegyptiaca collectés dans 5 sites en zones aride et hyper-aride en Mauritanie.

Parametre (Unité) Min Max Moyenne Ecart-type C.V (%)

Criteres de la pulpe

Sucre totaux
(g/100 g MS)

pH

Acidité titrable
(g/100 g MS)

Tannins solubles
(mg TAE/100 g) MS

Polyphénols totaux
(mg GAE/100 g MS)

Flavonoides
(mg QE/100 g MS)

Acitivité anti-oxydante
(umol TEAC/100 g MS)

Criteres de la graine

Lipides (/100 g MS) 49,7 46,2

Protéines (g/100 g MS) 27,5 32,7 29,5 1,8 6,1

Abbréviations: MS: matiere seche; CV: coefficient de variation; TAE: équivalent acide tannique; GAE: équivalent acide
gallique; QE: équivalent quercétine; TEAC: équivalent trolox encapacité antioxidante.

La teneur en sucres totaux + écart-type était significativement plus €levée dans les pulpes

de fruits du site hyperaride de Yaghref (45,8 + 7,1 g/ 100 g MS) par rapport aux autres sites

d’étude (p = 0,01). L'acidité titrable était significativement plus élevée dans les arbres

d'Aghchorguit et de Yaghref (0,3 £0,1 g/100 g MS). Le pH de jus des fruits d’Aleg présentait
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la valeur la plus basse (4,7 = 0,1) et les fruits d'Aghchorguit (zone aride) et de Yaghref et Chami
(zone hyperaride) se partagent les valeurs de pH les plus élevées (4,9 = 0,1). Les graines des
fruits d’ Aghchorguit représentaient la teneur en protéines la plus €levée (32,5+ 0,4 g/ 100 g
MS), et ceux de Yaghref montraient la teneur en lipides la plus élevée (48,9 = 1,1 g/ 100 g
MS).

I11.1.2.2 Composés bioactifs et activité anti-oxydante de la pulpe du fruit de B.

aegyptiaca

Les composés bioactifs et ’activité anti-oxydante des fruits de B. aegyptiaca varient
considérablement d'un site d'étude a l'autre. Les pulpes de fruits des sites hyperarides de
Yaghref et Chami ont montré les teneurs les plus élevées en polyphénols (396 + 4,8 et 268 +
1,9 mg GAE/100 g MS, respectivement) (Tableau 12) et en activités anti-oxydantes les plus
importantes (750 £ 5,5 et 730 £ 10,5 umol TEAC / 100 g MS, respectivement). De plus, les
valeurs les plus élevées des tanins solubles ont été enregistrées chez les arbres de la zone hyper-
aride (714 £ 17,3 et 756 = 8,4 mg TAE / 100 g MS pour les sites de Yaghref et Chami,
respectivement). Cependant les flavonoides totaux, étaient plus élevés dans les extraits des

fruits du site aride de Boutilimit (47,4 + 6,4 mg QE / 100 g MS) par rapport aux autres sites.




Tableau 12 : Moyennes + écart-types des teneurs en composés bioactifs et de 1’activité anti-
oxydante des pulpes de fruits de B. aegyptiaca de 5 sites en Mauritanie.

Polyphénols totaux  Flavonoides Tannins solubles Activité Anti-oxydante

(mg GAE/100 g MS) (mg QE/100 g MS) (mg TAE/100g MS) (umol TEAC/100 g MS)

Site d’étude

245 £8,1* 28,8 £5,42 471 + 8,8 440 = 7,5*

Aghchorguit 236 +5,7° 32,5+ 1,280 479 + 122 490 + 13,8°

Boutilimit 2225 £2,5¢ 474 + 6,44 340 £10,2¢

Yaghref 396 + 4,84 343 +1,8 714 £17,3¢ 750 + 5,5¢

268 £1,9¢ 19,7 £2,2¢ 756 + 8,44 730 +£10,5¢

Les moyennes dans la méme colonne accompagnées de la m&me lettre ne sont pas différentes
singnificativement les unes des autres a p< 0,05 selon le test de Student- Newmans-Keuls.

I11.1.2.3 Analyse en composantes principales

L’analyse en composantes principales a été appliquée a I’ensemble des variables physico-
chimiques afin de déterminer les variables ou groupes de variables pouvant caractériser les

fruits des différents sites d’études.

Les trois premiers axes de I’ ACP absorbent 59% de la variance totale (soit 25,7%, 18,9%
et 14,4% pour ’axe 1, ’axe 2 et I’axe 3 respectivement) (Tableau 17, annexe 6). L’axe 1 est
corrélé positivement avec les variables polyphénols totaux (0,85), I'activité anti-oxydante (0,92)
et les tanins solubles (0,83) et négativement avec la variable longueur des fruits (-0,5). Cet axe
regroupe les arbres de B. aegyptiaca des sites hyperarides de Chami et Yaghref caractérisés par
des teneurs élevées en polyphénols, en tanins solubles ainsi qu'une activité anti-oxydante

importante par rapport aux autres arbres des sites arides (Figure 24). Les variables contribuant

positivement a I’axe 2 sont la teneur des graines en protéines (0,66), le poids (0,82) et la largeur

(0,62) du fruit et celle contribuant négativement était la teneur en sucres totaux (-0,68). Cet axe




regroupe les arbres du site aride d'Aghchorguit caractérisés par des fruits larges avec un poids

élevé et aussi une forte teneur en protéines.
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Figure 24: Analyse en composantes principales réalisée sur les parametres physicochimiques
du fruit de B. aegyptiaca : projection des arbres sur les axes 1-2 de la composante principale.

La projection des arbres de différents sites d’étude sur les axes 1-3 de I’ ACP est présentée

dans la figure 27 en annexe 7.

II1.1.3 Discussion

Les fruits de B. aegyptiaca analysés dans cette étude montrent dans 1’ensemble une
variabilité moyenne a importante pour les parametres étudiés. En effet, les valeurs du coefficient
de variation des parametres de fruits des arbres pour chaque especes sont généralement
considérées comme faibles lorsqu’elles sont inférieures a 10%, moyennes entre 10% et 20% et

élevées a partir de 20% (Aubergon., 1987).




Dans I'ensemble, le poids moyen (4,56 g), la longueur (23,7 mm) et le diametre (19,0
mm) des fruits observés dans cette étude sont comparables a ceux trouvés dans les pays ou B.
aegyptiaca est naturellement présent comme le Sénégal (Soloviev et al., 2004) et le Niger
(Abasse et al., 2011). Par exemple, les fruits de B. aegyptiaca du Sénégal possédaient
respectivement un poids, une longueur et un diametre de 4,03 g, 24,4 mm et 18 mm (Soloviev
et al., 2004). Cependant, les valeurs rapportées au Soudan sont plus élevées en ce qui concerne
le poids des fruits (7,1 g), la longueur (27,7 mm) et le diametre (21,6 mm) que celles rapportées
dans la présente étude (Ahmed et al., 2019). Des variations de la morphologie des fruits parmi
les populations de la méme espece ont été signalées chez d'autres especes d'arbres comme
Tamarindus indica (Okello et al., 2018) et Acacia Tortilis (El Ayadi et al., 2012). Les variations
observées pourraient €tre le résultat d'une évolution adaptative en réponse a différents facteurs

tels que les conditions environnementales et climatiques.

Par ailleurs, la majorité des fruits analysés dans cette étude ont une forme sphérique

comme I’indique le rapport longueur/diametre des fruits proche de 1. Par ailleurs, au Soudan,

il existe une variabilité importante dans la forme des fruits qui varie selon les sites dune forme

sphérique, a ovale a oblongue (Ahmed et al., 2019).

La teneur moyenne en sucres est significativement plus élevée dans les pulpes de fruits
du site hyperaride de Yaghref (45,8 = 7,1 g/ 100g de matiere seche (MS)) que dans les autres
sites. Sagna et al., 2014 ont trouvé une valeur comparable (42,60 £ 0,63 g/ 100 g MS) dans la
pulpe seche des fruits de B. aegyptiaca du Sénégal. Cependant, Soloviev et al., 2004 ont signalé
une teneur en sucre plus faible (13 g/ 100 g MS). La différence de méthode d'analyse utilisée,
I'age du fruit mir et les origines agro-écologiques des accessions étudiées pourraient expliquer
ces variations. La comparaison avec d'autres arbres fruitiers saharo-sahéliens indigenes a
montré que la teneur en sucres de la pulpe de fruits de B. aegyptiaca est supérieure a celle du
Jujube sauvage (Ziziphus mauritiana) (20,5 g / 100 g MS) et du Baobab (Adansonia digitata)
(7,2a11,8 g/ 100 g de MS) (Danthu et al., 2002; Soloviev et al., 2004).

Les teneurs en humidité de la pulpe de fruits des sites arides d'Aleg (28,1%) et
d'Aghchorguit (24,6%) est plus élevées que celles des sites hyperarides de Yaghref (20,3%) et
Chami (21,1%). Ces résultats sont proches de ceux rapportés par Soloviev et al., (2004) chez
B. aegyptiaca fruit du Sénégal (14,6 a 24,1%), mais légerement supérieur a ceux trouvé par

(Moustapha et al., 2014), qui ont rapporté une humidité moyenne de 16%.




Il existe chez certains fruits une relation étroite entre les teneurs en sucre et la teneur en
eau. Par exemple, le rapport sucre totaux a la teneur en eau exprimé en indice de qualité (IQ) a
été utilisé pour classer les fruits du palmier dattier (Phoenix dactylifera) en fruits molles (IQ
<2), demi-molles (2 <IQ <4) et secs (IQ> 4)(Reynes et al., 1994). Cet indice renseigne sur

I’aptitude du fruit a la conservation.

En conséquence, les fruits de B. aegyptiaca analysés dans la présente étude ont montré
un mélange de fruits molles et demi-molles pour ce qui concerne leur 1Q (Aleg = 1,2;
Aghchorguit = 1; Boutilimit = 1,8; Yaghref = 2,2; Chami = 1,4). Un indice de qualité de 2,6 a
été rapporté par (Moustapha et al., 2014), chez certains fruits de B. aegyptiaca du Sénégal.

Méme si nos valeurs indiquent une aptitude a la conservation relativement meilleure chez

les fruits de la zone hyper-aride par rapport a ceux de la zone aride, ces résultats ne nous

permettent néanmoins pas de faire des conclusions en I’absence d’une connaissance sur la

teneur en sucres réducteurs (glucose et fructose) et non réducteurs (saccharose) chez les fruits
testés. En effet, selon Reynes et al., (1994), les dattes molles sont souvent riches en glucose et

en fructose et ne se prétent pas a la conservation.

L'acidité titrable exprimée en équivalent acide citrique est significativement plus élevée
(0,3 +£0,1 g/ 100 g MS) chez les fruits des arbres d'Aghchorguit (zone aride) et de Yaghref
(zone hyperaride). Cette valeur correspond a la quasi-absence d'acidité de la saveur de la pulpe
de fruit étudiée. Le jus de pulpe avec le pH le plus bas (4,7 + 0,1) est celui des arbres Aleg. Les
fruits d'Aghchorguit (zone aride) et de Yaghref et Chami (zone hyperaride) ont partagé les
valeurs de pH les plus élevées du jus de pulpe (4,9 £ 0,1).

Des différences significatives ont été observées entre les accessions pour I'huile de noyau
totale (Tableau 16, Annexe 5). Elle varie entre 43,3 g/ 100 g MS dans les accessions de fruits
Aleg et 48,9 g / 100 g MS dans les accessions de Yaghref. Les accessions de fruits
d'Aghchorguit contiennent un niveau significativement élevé de protéines (32,5 +0,4 g/ 100 g
MS) par rapport aux autres accessions (28,1-29,2 g / 100 g MS). Ces résultats concordent avec
ceux rapportés par (Ahmed et al., 2019) chez huit accessions de dattier du désert du Soudan
(47,3% pour les lipides et 30% pour les protéines) et par (Mohamed et al., 2002), qui ont
rapporté des valeurs de 49% et 32,4% pour la teneur en lipides et en protéines, respectivement,
a partir d'une accession de B. aegyptiaca du Soudan. La présente étude a montré que la graine
du fruit de B. aegyptiaca contient plus de lipides que celle de certains oléagineux d'importance

agro-industrielle comme l'arganier (Argania spinosa) qui possede 36% de lipides (Yousfi et al.,
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2009). Ce résultat démontre le grand potentiel nutritionnel de cette espece a coté de son

importance écologique dans la lutte contre la désertification au Sahel et au Sahara. En effet,

l'importance des lipides dans la nutrition et la santé est connue depuis longtemps. Les graisses
sont une source d'énergie majeure pour le corps et aident a 1'absorption des vitamines et au
développement des tissus. Elles jouent également un rdle important comme antioxydants

(National Academy of Science (NAS), 2005; Anhwange et al., 2004).

D’autre part Ahmed et al., (2019) ont trouvé quatre acides gras dans la graine du fruit y
compris trois acides gras insaturés (acides oléique, linoléique et linolénique). Ces derniers

ajoutent en outre une valeur nutritive a I’huile extraite des graines de Balanites.

Le bon rendement en huiles des graines de B. aegyptiaca couplé a une forte densité
d'arbres en Mauritanie font des zones arides de la Mauritanie un foyer potentiel pour la

production des huiles de Balanites pour les marchés locaux et extérieurs.

La graine constitue aussi une source importante de protéines. Des teneurs élevées ont

ainsi été observées chez les fruits des sites d’étude.

Les données de la littérature ont montré une large gamme de composés bioactifs et un
potentiel antioxydant de la pulpe de fruits de B. aegyptiaca d'origines diverses (Abdallah et al.,
2012; Al-Malki et al., 2015; Mhya et al., 2016; Amadou I et al., 2019; Hussain et al., 2019).
Les teneurs en polyphénols et en flavonoides trouvées dans la présente étude sont inférieures a
celles rapportées par Abdallah et al., 2012 dans des extraits méthanoliques de fruits de B.
aegyptiaca en provenance du Soudan (respectivement 212 mg GAE/ gMS et 11,5mgQE/ g
MS). Ces auteurs ont également montré une activité de piégeage dépendante de la dose d'extrait
de pulpe contre le radical 2,2-diphényl-1-pyrrylhydrazyle (DPPH) avec une concentration

inhibitrice médiane maximale (Clso) de 3ug/mL.

La corrélation entre les composés bioactifs et I'activité anti-oxydante n'a pas été examinée
dans la présente étude. Cependant, les données de la littérature ont montré que le pouvoir anti-
oxydant de nombreux extraits de plantes médicinales est généralement corrélé a la présence de

polyphénols et de flavonoides (Hussain et al., 2019).

Sur la base de I'analyse de I’ACP, les fruits de la zone hyperaride (Yaghref et Chami)
semblent étre les plus intéressants en ce qui concerne les composés bioactifs et l'activité

antioxydante.




II1.2 Etude de la diversité génétique de B. aegyptiaca en utilisant les
marqueurs ISSR

II1.2.1 Introduction

Avec les deux tiers de sa superficie situés dans le grand désert Saharien de 1’ Afrique du
Nord, la Mauritanie, comme de nombreux autres pays du Sahel, a été confrontée dans les années
1970-1980 a une grave sécheresse qui a eu d'énormes répercussions socio-économiques,
environnementales et agro-systémique (exode rural massif, insécurité alimentaire et
désertification, perte de la diversité notamment forestiere). La biodiversité limitée qui
caractérise naturellement les régions arides et désertiques a été considérablement réduite en
raison de cette condition environnementale. Des efforts de restauration des écosystemes basés
sur des especes d'arbres indigenes et économiquement précieuses, capables de s'adapter aux
conditions de sécheresse, ont récemment été entrepris au niveau régional (Niang et al., 2014a;
Thomas et al., 2014).

En raison de sa grande tolérance a la sécheresse ainsi que de son potentiel de
régénération naturelle par les graines, les drageons et par rajeunissement, B. aegyptiaca a
récemment €té€ identifiée dans le cadre du projet de la grande muraille verte, comme l'une des
plantes indigénes pour la restauration de l'écosysteme sahélien dégradé. L'évaluation de la
diversité génétique des especes d'arbres indigenes est essentielle pour accompagner les efforts
de restauration des écosystemes.

Une large gamme de marqueurs moléculaires est aujourd’hui disponible pour assister
les programmes de gestion des ressources génétiques. Ces marqueurs comprenant entre autres,
les RFLP (polymorphisme de longueur de fragment de restriction), les RAPD (Amplification
aléatoire de I’ADN polymorphe), le AFLP (Polymorphisme de longueur des fragments
amplifiés), les ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) et les SSR (ou microsatellites) sont
largement utilisés pour évaluer la diversité génétique des especes végétales (Nadeem et al.,
2018).

L'ISSR est une technique rapide, rentable et hautement reproductible, basée sur
I'amplification par PCR de séquences inter-microsatellites. Les ISSR se révelent utiles dans
I'analyse de la variation génétique intra-spécifique, principalement dans 1'étude de la structure
et de la différenciation des populations naturelles.

Nous décrivons ici la diversité génétique et la structure des populations naturelles de
Balanites aegyptiaca dans la zone aride (sahélienne et sahélo-saharienne) et la zone hyper-aride

saharienne de Mauritanie a 1'aide de 16 amorces ISSR polymorphes.




Les résultats obtenus ont fait I’objet d’une publication dans la revue scientific reports
a Facteur d’impact 3,998 (Annexe 2) et ils ont été presentés dans deux manifestations

internationales sous forme de communication orales.

Selouka Mint Abdelaziz, Leila Medraoui, Mohammed Alami, Ouafae Pakhrou,
Meryem Makkaoui, Ali Ould Mohamed Salem Boukhary et Abdelkarim filali-Maltouf.
Inter simple sequence repeat markers to assess genetic diversity of the desert date (Balanites

aegyptiaca Del.) for Saheliane ecosystem restoration. Sci Rep 2020 10:14948
https://doi.org/10.1038/s41598-020-71835-9

I11.2.2 Résultats

I11.2.2.1 Polymophisme des marqueurs ISSR utilisés

Les 16 amorces ISSR utilisées ont généré 505 bandes polymorphes dont la taille varie
entre 40 et 3369 pb. L'amorce BTH3 [(AG)sTC] a produit le plus faible nombre de bandes (21)
tandis que 1'amorce BTH2[(AG)sT] en a produit le plus grand nombre (42) avec une moyenne
de 31,5 fragments par amorce (Tableau 13). La valeur en information tirée des polymorphismes
PIC (polymorphism information content), variait entre de 0,13 a 0,29 pour une moyenne de
0,23. L'indice de marqueur (MI) et le pouvoir de résolution (Rp) étaient en moyenne de 7,28

(extréme 3,3 - 10,3) et 9,9 (extréme 4,5 - 14,6), respectivement.




Tableau 13: Les amorces ISSR utilisées et leurs indices de performances respectifs.

Séquence
Amorce 533 TNB*® NPB" PIC M1 Rp®

BTHI (AG)sC 31 31 0,16 50
BTH2 (AG)sT 44 44 0,22 9,6
BTH3 (AG)sTC 21 21 0,16 33
BTH4 (AG)sCA 38 38 0,25 9,7
BTHS5 (AG)sTA 28 28 0,26 7,3
BTH6 (AG)sCC 36 36 0,29 10,3
BTHS8 (CT)sG 35 35 0,13 4,7
BTH9 (CT)sT 26 26 0,28 7.3
BTH10 (GA)C 32 32 0,27 8,6
BTH11 (GA)CT 36 36 0,17 6,0
BTHI2 (GA)TT 28 28 0,28 7.9
BTH13 (GT)sC 24 24 0,26 6,3
Bl (GT)sCC 31 31 0,26 8,0
B2 (GT)sGG 28 28 0,25 6,9

THI1 (GT)sCG 32 32 0,23 7.4

TH2 (GT)TG 35 35 0,23 8,1
Moyenne 31,5 31,5 0,23 7,3 9,9

*TNB: nombre total de bandes; "NPB: nombre de bandes polymorphes; °PIC: information contenu d’information sur le
polymorphisme ; 9MI: indice de marqueurs; °Rp: pouvoir de résolution.

A T’échelle de la population, le nombre d'all¢les observés (Na) variait de 0,62 a 1,39
avec une moyenne de 1,12, tandis que le nombre effectif d'alleles (Ne) variait de 1,13 a 1,23
avec une moyenne de 1,2 (Tableau 14). L'indice de Shannon (I) se situe entre 0,13 et 0,24, pour

une moyenne de 0,21.




Tableau 14 : Diversité génétique des populations de B. aegyptiaca étudiées en Mauritanie.

Code Population ~ Na? NeP Pa‘ 1d % P*
Aleg 1,3 1,23 9 0,24 64,75%
Yaghref_1 1,36 1,23 8 0,24 67,33%
Yaghref_2 1,39 1,21 9 0,24 68,32%
Boutilimit 1,3 1,23 14 0,24 64,16%
Agchorguit 1,23 1,21 2 0,22 61,19%
Tazyazet 0,62 1,14 5 0,13 30,10%
Chami 0,63 1,13 11 0,13 30,30%

Average 1,12 1,2 8,29 0,21 55,16 %

Na®*: nombre d’alléles observés; Ne®: nombre effectif d’alléles; Pa®: Alleles privés ;Id: Indice d’information de
Shannon; %P¢: percentage de loci polymorphes.

Le pourcentage le plus élevé de loci polymorphes (P = 68,32 %) a été observé chez la

population de Yaghref 2 et le plus faible (P = 30,1 %) dans la population de Tazyazet.

L'étude de la diversité allélique dans la population a été réalisée a l'aide du logiciel
GenAlex (version 6,5). Sur 91 arbres utilisés dans la présente étude, 2005 alleles ont été détectés

(données non présentées). La richesse allélique variait de 163 dans le Tazyazet a 357 dans le

Yaghref 2. Les populations de la zone sahélienne (Aghchorguit et Boutilimit) avaient

respectivement le nombre le plus faible (2) et le plus élevé (14) d'alleles privés. Les alleles
communs a 1’échelle locale variaient de 21 dans la population de Tazyazet a 75 dans celle de

Yaghref 2, toutes deux en zone saharienne.

I11.2.2.2 Différenciation génétique et flux de genes
Le coefficient de différenciation génétique (GST) entre les populations et le flux de
genes (Nm) étaient respectivement de 0,21 et 1,91. L'analyse de la variance moléculaire a

montré que 20% de la variance moléculaire se situait entre les populations (Tableau 15).

Tableau 15 : Analyse moléculaire de variance des populations mauritaniennes de B. agyptiaca.
Source di? SCP CM® Est. Var.4

Among Populations 6 1209,682 201,614 11,893
Within Populations 84 4087,373 48,659 48,659
Total 90 5297,055 60,552

Dl : degré de liberté ; bSC : sommes des carrées ; “CM : carrée moyen ; dEst. Var. : variation estimée.




I11.2.2.3 Analyse des groupes

A partir de la matrice de données ISSR, un dendrogramme utilisant la méthode UPGMA
a été construit sur la base du coefficient de similarité de Jaccard (Figure 28, Annexe 8). Le
dendrogramme obtenu a réparti les populations en deux groupes principaux ; le plus grand
contient cinq populations géographiquement éloignées (Aleg, Aghchorguit, Boutilimit,
Yaghrefl, Yaghref2). Le deuxieéme regroupe les deux populations Tazyazet et Chami, toutes
deux de la zone saharienne. Certaines populations appartenant a de régions differentes se

trouvent dans le méme sous-groupe et ont montré de fortes similitudes entre elles.

I11.3.2.4 Analyse des coordonnées principales

L'analyse des coordonnées principales a été effectuée pour fournir une représentation
spatiale de la diversité génétique parmi les populations étudiées (Figure 25). Les deux premiers
axes représentaient 21,3 % de la variance totale (12,37 % et 8,93 %, respectivement). La figure
obtenue a confirmé le schéma de regroupement observé en utilisant I'analyse UPGMA et la
classification des populations de B. aegyptiaca en deux groupes principaux. En effet, les
populations de Chami et Tazyazet de la zone saharienne sont génétiquement éloignées du reste

des populations (Aleg, Agchorguit, Boutilimit, Yaghref 1 et Yaghref 2).

Principal Coordinates (PCoA)
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Figure 25 : Projection des arbres de B. aegyptiaca des 7 populations d’études sur le plan engendré par
les axes 1-2 de 1’analyse des coordonnées principales.

11.2.2.5 Analyse de la structure génétique

Pour determiner la structure génétique des populations et confirmer les resultats obtenus

par le dendrogramme et PCoA, une analyse bayesienne a été realisée en utilisant le logiciel




structure v2.3.4 (figure 26). La log-vraisemblance maximale donnée par STRUCTURE et la
méthode AK ¢était K =2 suivie par K =5 indiquant que les populations de B. aegyptiaca étudiées

peuvent étre regroupées en deux populations principales et cinq sous-populations. Les

populations de Tazyazet et Chami forment un seul cluster a K=2 et a K = 5. Et les populations

Aleg, Agchorguit, Boutilimit, Yaghref 1 et Yaghref 2 sont plus similaires entre elles et forment
un groupe génétique a K = 2. Ce groupe est séparé en 4 sous-groupes a K = 5. Ces résultats de
STRUCTURE a K = 2 ont confirmé les resultats obtenus par UPGMA et PCoA en divisant les

sept populations en deux groupes principaux.

DeltaK = mean(|L"(K)|) / sd(L(K)) Mean LnP(K) Stdev LnP(K) Ln'(K) |Ln"(K)| Delta K
-17408.305000 2032234 - - -
-16264.345000 561953 1143960000  550.165000  97.900173
-15670.550000 16.314201 593.795000 171455000  10.509555
-15248.210000 16.148290 422340000 57205000  3.542480
-14883.075000 8.724067 365.135000 602450000  ©69.0560%
-15120.390000 1180402295  -237.315000 143325000  0.121420
-15501.030000 2685761835  -380640000 278875000  0.103835
-16160.545000 413881197 659515000 3132305000 0756813
-19952.365000 8448297452  -3791.820000  2504.370000  0.296435
-21239815000  10246.864315  -1287.450000 - -

L 1
1 2 3 4 5 6 T

Figure 26 : Analyse de la structure bayésienne de sept populations de B. aegyptiaca obtenue par
le logiciel structure.

I11.2.3 Discussion

Dans la présente étude, la diversité génétique de sept populations naturelles de B.
aegyptiaca de différents étages bioclimatiques en Mauritanie a été évaluée a l'aide d'un

ensemble d'amorces ISSR. L'étude a révélé un nombre important de marqueurs (505 bandes




polymorphes) chez les 16 amorces ISSR testées, comparé a celui signalé chez les populations
de B. aegyptiaca d'Egypte (177 bandes et 17 amorces ISSR) (Domyati ez al., 2011). Cependant,
le contenu en information des polymorphismes (PIC) obtenu dans notre étude (0,23), est
inférieur a celui rapporté par Domyati et al., (2011) qui ont trouvé une valeur de PIC de 0,37.

Des valeurs variables du PIC d'autres especes dicotylédones pérennes telles que le jujub (Z

mauritiana) (PIC = 0,42) et le chéne-liege (Quercus suber L.) (PIC = 0,28) ont été signalées

(Singh et al., 2007; Laakili et al., 2018). De plus, l'indice de marqueur (MI) des populations de
la présente étude (MI = 7,3) était tres faible comparé a celui de 53,34 trouvé par Domyati et al.,
(2011) chez le B. aegyptiaca en utilisant le marqueur ISSR. La différence d'informativité et de
performance des marqueurs entre notre étude et celle de Domyati et ses collaborateurs pourrait
étre le résultat de la différence des amorces utilisées et du background génétique des populations
testées. Néanmoins, le niveau de polymorphisme trouvé dans notre étude est conforme a celui
rapporté pour des especes pérennes similaires a longue durée de vie telles que le chéne liege
(Laakili et al., 2018) et le baobab (Adansonia digitata) (Munthali et al., 2013).

De plus, les populations naturelles de B. aegyptiaca de la zone saharienne sont soumises
a plusieurs pressions d'origine anthropique (besoin de bois de chauffe), animale (paturage
principalement de dromadaires) et environnementale (aridité extréme), qui pourraient étre
probablement a 1'origine de la faible variabilité génétique observée.

Il est a noter que les arbres de B. aegyptiaca dans cette région désertique, qui constitue
probablement la limite nord de la répartition de l'espece dans le pays, sont par ailleurs tres
dispersés et peu abondants. En outre, la présence d’alleles privés, notamment chez les
populations sahariennes suggere que certains d'entre eux pourraient €tre impliqués dans
I'adaptation a l'environnement local impliquant ainsi leur possible utilisation pour la
caractérisation des populations de B. aegyptiaca.

Les données de I’analyse moléculaire de la variance (AMOVA) et de la différenciation
génétique (Gsrt) renseignent également sur le niveau de différenciation intra- et inter-population
de B. aegyptiaca. En effet, 'TAMOVA a montré que 80% des variations génétiques globales
étaient attribuées a des variations au sein des populations plutdt qu'entre les populations (Gst =
0,2). Ces résultats sont comparables a ceux rapportés par Alansi et al., (2016) chez Ziziphus
spina-christi L. (Gst = 0,17), Singh et al., (2017) chez Z. mauritiana (Gst = 0,37), Medhi et al.,
(2014) chez Xanthoxylum spp. (Gsr = 0,24) et Yatrib et al., (2015) chez Argania spinosa (Gst
=0,39).

En outre, il a été observé en Egypte que 100% de la variation totale des populations de B.

aegyptiaca était attribuée a des variations intra-populations Domyati et al., (2011). Le niveau
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élevé de différentiation intra-population chez B. aegyptiaca est caractéristique des especes
végétales a longue durée de vie, a pollinisation croisée et a large distribution Hamrick et al.,
(1992). A titre d’exemple, un taux d'allo-pollinisation de 37% a été rapporté chez B. aegyptiaca
du Sénégal. Cette pollinisation croisée est provoquée par le vent et les insectes Ndoye et al.,
(2004a).

Signalons que dans cette étude, des populations géographiquement éloignées étaient
génétiquement apparentées, comme le révele l'analyse des coordonnées principales, le
dendrogramme (UPGMA) basé sur le coefficient de similarité génétique de Jaccard et I'analyse
de la structure génétique de populations. Ce résultat peut s'expliquer par 1'absence de barrieres
entre les régions étudiées et un flux de genes efficient (Nm = 1,91).

Un des facteurs qui pourrait maintenir le flux de genes entre des populations
géographiquement séparées est la dissémination des graines par le paturage des animaux
(Hamrick et al., 1992). Dans le cas de B. aegyptiaca, une des especes fourrageres préférées du
dromadaire, les graines sont facilement transférées lors du paturage des chameaux d'une zone a
l'autre pendant la transhumance a travers le Sahara, ce qui expliquerait pourquoi cette espece
est commune au Sahel et au Sahara. Le caractere médicinal de la plante particulierement de la
graine pourrait aussi contribuer a la dispersion de ’espéce, lors du transport des graines a des
fins de commerce entre différentes régions et donc au maintien d’un flux de gene pouvant étre

a ’origine des liens génétiques entre population géographiquement éloignées.

A notre connaissance, cette étude est la premicre de son genre portant sur la diversité

génétique de B. aegyptiaca de Mauritanie. Elle démontre que les marqueurs ISSR offrent une
approche utile pour caractériser la diversité génétique intra et inter-populations de B.
aegyptiaca. D'autres études pour analyser la diversité génétique en utilisant d'autres amorces
ISSR et d’autres populations de B. aegyptiaca pourraient aider a la sélection des plantes d'intérét
dans un programme de domestication de cette espece. En outre, il est utile de mener des études

comparatives avec différents systemes de marqueurs moléculaires et méme morphologiques.




Conclusion géneérale,

perspectives




Conclusion générale, perspectives

Le B. aegyptiaca est I’'une des espéces d’arbres les plus répandues en Afrique, il joue
un role tres important dans la vie quotidienne des populations, en offrant une protection contre
la désertification, fournit de la nourriture pour 'homme et ses bétails en plus de nombreuses
utilisations médicinales. Dans ce travail, on s’est fixé 1’objectif d’évaluer la variabilité existante
entre différentes populations naturelles de B. aegyptiaca appartenant a différents étages
bioclimatiques de la Mauritanie en utilisant des traits morphologiques, physico-chimiques et
moléculaires, en essayant de générer des outils efficaces, fiables et reproductibles pour valoriser
et conserver ces peuplements naturels et de faire une bonne gestion et une exploitation
rationnelle de ces ressources et surtout une meilleure restauration des écosystemes saharo-

sahéliens avec des especes endogenes qui constituent un pool génétique important.

A partir de cette étude, il ressort que le fruit de B. aegyptiaca possede des propriétés
physiciochimiques importantes, des composés bioactifs et une activité anti-oxydante tres
importante qu’il convient de prendre en compte dans les programmes de gestion de cette espece

indigene négligée.

Les marqueurs moléculaires utilisés sont hautement polymorphes, ils ont révélé une
diversité génétique €élevée au sein des populations et une différenciation génétique faible entre
les populations étudiées. Ceci peut s’expliquer par I’existance d’un niveau d’échange de génes
assez important entre les populations. Les résultats obtenus par UPGMA, PCoA, et Analyse
bayésienne de la structure génétique ont montré une similarité génétique entre des populations
géographiquement éloignées. Cela est dii principalement au mode de reproduction de B.
aegyptiaca (anémophile et entomophile). Par ailleurs, les deux populations sahariennes (chami
et tazyazet) ont montré une diversité génétique tres faible par rapport au reste des populations,
ce qui signifie que ces populations souffrent d’une érosion génétique due a une surexploitation
et a la dégradation de I’environement saharien hostile dans lequel elles évoluent.

Cette érosion génétique des populations de B. aegyptiaca est a surveiller car elle est
révélatrice d’une forte pression sur les peuplements naturels de cette espece. Donc il serait
essentiel de faire une attention particuliere pour restaurer et préserver ces populations menacées

d’extinction.




En perspectives, nous envisageons :

» Elargir I’étude sur I’aire de distribution de B. aegyptiaca en Mauritanie

» D’approfondir notre étude en diversité génétique en utilisant d’autres marqueurs

codominants (SSR et SNP)

Recommandations

» Mettre en place des stratégies efficaces pour la conservation (in situ et ex situ) de ce

patrimoine génétique mauritanien
Constituer des parcs a bois pour la multiplication de B. aegyptiaca

Promouvoir des programmes de plantation et de réhabilitation des écosystemes dégradés
en Mauritanie
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Abstract: Phytochemicals and antioxidant activity of fruits of 30 B. aegyptiaca trees naturally growing
in the hyper-arid and arid zones in Mauritania were evaluated by following standard procedures.
Ethnobotanical uses of fruit pulps and kernel were assessed using a structured questionnaire.
Balanites aegyptiaca fruit pulp is a good source of sugars (33 g/100 g dry matter (DM)), polyphenols
(264 mg GAE/100 g DM) and flavonoids (34.2 mg/100 g DM) with an average antioxidant activity
of 519 umol TEAC/100 g DM. The fruit kernel is rich in lipids (46.2 g/100 g DM) and proteins
(29.5 g/ 100 g DM). Fruits from the hyper-arid zone exhibited high level of polyphenols, antioxidant
activity and soluble tannins. Almost all of the informants (97.14%) reported the use of fruit pulp
in folk medicine to treat diabetes, while 72.86% reported using the fruit pulp to treat hypertension.
Kernel oil is mainly employed as ointments in the treatment of paronychia (57.14%) and dermal
infections (35.71%). The predominant methods for preparing/administering fruit pulp/Kernel were
maceration (58.8%), sucking fruit pulp (25.7%) and decoction (24.2%). Balanites aegyptiaca fruit contain
both nutritional and health-promoting phytochemicals that could be of interest in the development of
strategies for sustainable use of this neglected indigenous fruit tree.

Keywords: Balanites aegyptiaca; the desert date; phytochemicals; antioxidant activity; folk medicine;
aridity; Mauritania; Sahel; Sahara

1. Introduction

Balanites aegyptiaca (L.) Del. is an evergreen dicotyledonous multibranched Savannah tree species
native to arid and semi-arid areas of Africa, the Arabian Peninsula and South Asia [1]. The question of
whether the genus Balanites is a member of the family Zygophyllaceae or the family Balanitaceae is still a
matter of continuing controversy among scientists [2-5].

Balanites aegyptiaca, known in Mauritania as Teichot, tolerates drought and salinity, and thrives on
a wide variety of soil types [6-8]. The tree is highly appreciated throughout Sahelian and Saharan
regions for its woods (suitable for cooking), edible fruits (sweety mesocarp and nutritive kernel oil),
animal feed value, shade and shelter and numerous ethnomedicinal uses [7,9-12].
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The fruit commonly known as desert date in English has different names according to the ethnic
groups living in Mauritania. Thus, it is called Toogga in Hassaniya (the Arabic dialect spoken by
the Moorish ethnic group), and Séxéné, Mortodé and Sump in Soninke, Pular and the Wolof Black
African languages, respectively. It is a plum-sized and faintly five-grooved drupe consisting of epicarp
(5%-9%), mesocarp (28%—33%), endocarp (49%-54%) and kernel (8%-12%) [13]. Immature fruits are
green and pubescent, turning yellow to brownish and glabrous after ripening with a sweet-bitter
taste. The fleshy pulp of the desert date fruit contains a high amount of sugars (35%-42%) of which
81.3%-91.1% is present as reducing sugars [14,15]. The fruit kernel contains a considerable amount of
nutrititve oil (40%-51%) made up of 11 different fatty acids comprising both saturated (mainly palmitic
and stearic) and unsaturated (predominantly oleic and linoleic) [13,16-18]. The fruit kernel is also
rich in proteins (26.1%-34.3%) [13,18] and is reported to contain a variable amount of polyphenols
(47.8-117.5 mg/100 g) [8]. However, saponins, referred to as balanitinis, remain by far the most
reputed chemical constituents of the B. aegyptiaca fruit, representing 7.2% in the pulp and 6.7% in the
kernel [19]. Saponins are steroidal glycosides (steroidal sapogenins), which yield diogsenin, a precursor
for the synthesis of cortisones, oral contraceptives and other steroidal drugs in the pharmaceutical
industry [9,20-22]. Other bioactive compounds such as alkaloids, flavonoids, tannins and vitamins
have been reported in the fruit as well as the leaves, branches and roots of the desert date [2,15,22].

Moreover, numerous ethnopharmacological surveys showed that all of the parts of B. aegyptiaca
have medicinal properties; most notable is the use of the fruit pulp as an antidiabetic medicine in
Egyptand Sudan [18,23], and against helminthes infection [24], while the seed extract is used against
Bilharzia [25]. The root is used in the treatment of abdominal pains and asthma [24]. The bark
of the plant is used as a remedy for malaria and syphilis and also as an antijundice agent [22].
In the neighboring country of Senegal, squeezed pulp is used to treat gastric ulcer, hypertension and
constipation [12]. In addition to the above-mentioned ethnomedicinal uses, saponin fractions of the
desert date fruits” mesocarp were shown to possess high larvicidal activity against the Aedes aegypti
mosquito, the major vector of dengue fever [26].

Due to its high ecological plasticity and economic interest, B. aegyptiaca was recently suggested
among other tree species native to the saharo-sahelian ecosystem to build the so called “great green
wall”, which is part of the Sahara and Sahel initiative aiming at the restoration of the forest landscapes
and degraded lands [27].

Natural populations of B. aegyptiaca are common in the Sahelian and Saharan ecoclimatic zones
of Mauritania [28]. Although the tree is considered one of the popular trees in the Mauritanian folk
medicine, empirical knowledge on its health benefits is still transmitted in oral form among local
communities and the phytochemicals and functional potentials of this neglected indigenous fruit tree
are not yet fully explored. The purposes of this study were to evaluate the phytochemicals and the
antioxidant potential of the fruit of B. aegyptiaca trees naturally growing in the hyper-arid and arid
zones in Mauritania, and assess its ethnobotanical uses. This could help in developing new economic
opportunities for rural communities.

2. Results and Discussion

2.1. Descriptive Statistics Analysis of Physicochemical Variables

Morphological and physicochemical characteristics of the fruit were measured for all the collected
B. aegyptiaca trees and the average, minimum and maximum values, as well as the standard deviations
and coefficients of variations were reported for each study site and over all the study sites. Results are
summarized in Tables 1 and 2. The pH of the fruit pulp exhibited the lowest coefficient of variation (3.2%)
and titratable acidity the highest (58.8%) (Table 1). Over the 13 morphological and physicochemical
variables studied, lipids content, pH and proteins content exhibited coefficients of variation lower
than 10%, fruit length and fruit width showed coefficients of variation between 10% and 20% and the
remaining variables (fruit weight, moisture content, total sugars, titratable acidity, soluble tannins,
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polyphenols, flavonoids and antioxidant activity) exhibited variation values higher than 20% (Table 1).
The values of coefficient of variation in fruit species are generally considered low below 10%, medium
ranging from 10% to 20% and high above 20% [29].

Table 1. Descriptive statistics of 13 physicochemical parameters measured in fruits of 30 Balanites
aegyptiaca trees from five locations in Mauritania, Northwest Africa.

Parameter (Unit) Min Max Mean SD CV (%)

Fruit morphology
Fruit length (mm) 237 3.1 13
Fruit diameter (mm) 19.0 22 115
Fruit weight (g) 35 ) 45 0.9 21

Pulp characteristics
Moisture content (%) 5.41 219 122 56
Total sugars (g/100 g DM) 175 33 9.1

pH 443 5.1 49 016 32
Titratable acidity (/100 g DM) 0.01 0.17 0.1 58.8
Soluble tanins (mg TAE/100 g) DM 280 971 559.6 1916 342
Total polyphenols (mg GAE/100 g DM) 173 429 265 753 284
Flavonoids (mg QE/100 g DM) 147 342 159 46.4
Antioxidant activity (wmol TEAC/100 g DM) 220 800 519 176 34

Kernel characteristics

Lipid content (g/100 g DM) 426 49.7 462 21 45
Protein content (g/100 g DM) 275 327 295 1.8 6.1

Abbreviations: DM: dry matter; CV: coefficient of variation; SD: standard deviation; TAE: tannic acid equivalent;
GAE: gallic acid equivalent; QE: quercetin equivalent; TEAC: trolox equivalent antioxidant capacity.

Means comparison of the fruit morphological and physicochemical properties of B. aegyptiaca
trees from the five sites are presented in Table 2.

The significantly highest average fruit weight was observed in trees from the arid site of
Aghchorguit with 5.8 + 0.9 g. Fruit weight from the other sites showed comparable values. Trees
from the hyper-arid site of Yaghref and the arid site of Aleg showed the lowest values of fruit length
(19.5 + 1.1 mm) and diameter (15.8 + 1.9 mm), respectively, and those from Aleg (25.7 mm) and
Aghchorguit (20.5 mm) the highest. Overall, the average fruit weight (4.56 g), length (23.7 mm) and
diameter (19.0 mm) found in this study are comparable to those found in countries where B. aegyptiaca
naturally occurs such as Senegal [30] and Niger [31]. For instance, B. aegyptiaca fruits from Senegal
possessed weight, length and diameter averages of 4.03 g, 24.4 mm and 18 mm, respectively [30].
However, values reported from Sudan were higher regarding fruit weight (7.1 g), length (27.7 mm)
and diameter (21.6 mm), than those reported in the present study [8]. Variations in fruit morphology
among populations of the same species have been reported in other tree species such as Tamarindus
indica [32] and Acacia Tortilis [33]. The observed variations could be the results of adaptive evolution in
response to different factors such as environmental and climatic conditions.

The average sugar content was significantly higher in the fruit pulps from the hyper-arid site of
Yaghref (45.8+7.1 g/100 g dry matter (DM)) compared to the other sites (Table 2). Sagna et al. [15]
found a comparable value (42.60 + 0.63 g/100 g DM) in the dry pulp of B. aegyptiaca fruit from Senegal.
However, Soloviev et al. [30] reported lower sugar contents (13 g/100 g DM). The difference in the
method of analysis used, the age of the mature fruit and the agro-ecological origins of the desert
date accessions studied could explain these variations. The comparison with other saharo-sahelian
indigenous fruit trees showed that the sugars content of B. aegyptiaca fruit pulp was higher than
those of wild Jujube (Ziziphus mauritiana) (20.5g/100 g DM) and the Baobab (Adansonia digitata) (7.2 to
11.8 g/100 g DM) [30,34]. The moisture contents of fruit pulp from the arid sites of Aleg (28.1%) and
Aghchorguit (24.6%) were higher than those of the hyper-arid site of Yaghref (20.3%) and Chami
(21.1%). These results are close to those reported by Soloviev et al. [30] in B. aegyptiaca fruit from
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Senegal (14.6 to 24.1%), but slightly higher than that found by Sagna et al. [15], who reported an
average of 16% humidity. There is a close relationship between the sugar and moisture contents in
some fruits. For instance, the ratio of total sugar to moisture content expressed as a quality index (QI)
has been used to classify the date palm (Phoenix dactylifera) fruits into soft (QI < 2), semi-dry (2 < QI < 4)
and dry (QI > 4) [35].

Accordingly, B. aegyptiaca fruits analyzed in the present study showed a mixture of soft and
semi-dry fruits regarding their QI (Aleg = 1.2; Aghchorguit = 1; Boutilimit = 1.8; Yaghref = 2.2; Chami
= 1.4). A quality index of 2.6 was reported in some fruits of B. aegyptiaca from Senegal [15].

Titratable acidity expressed as equivalent citric acid was significantly higher (0.3 + 0.1 g/100 g DM)
in the trees from Aghchorguit (arid zone) and Yaghref (hyper-arid zone). This value is in accordance
with the quasi-absence of acidity from the flavor of the study fruit pulp. Pulp juice with the lowest pH
values (4.7 + 0.1) was that of the Aleg trees. Fruits from Aghchorguit (arid zone) and Yaghred and
Chami (hyper-arid zone) shared the highest pH values of pulp juice (4.9 + 0.1).

Significant differences were observed between the accessions for the total kernel oil (Table 2).
It ranged between 43.3 g/100 g DM in the Aleg fruit accessions and 48.9 g/100 g DM in the Yaghref
accessions. Fruit accessions from Aghchorguit contained a significantly high level of proteins
(32.5 + 0.4 g/100 g DM) compared to the other accessions (28.1-29.2 g/100 g DM). These results
are in close accordance with those reported by Ahmed et al. [8] in eight Sudanese desert date accessions
(47.3% for lipids and 30% for proteins) and by Mohamed et al. [13], which reported values of 49% and
32.4% for lipids and proteins content, respectively, from one Sudanese fruit accession. The present
study showed that the fruit kernel of B. aegyptiaca contains more lipids than that of some oleaginous
trees of agro-industrial importance like the Argan tree (Argania spinosa) that possessed 36% lipids [36].
This finding demonstrates the great socio-economic potential of this species beside its ecological
importance in combating desertification in the Sahel and Sahara.
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Table 2. Means + standard deviation of some physicochemical variables measured in fruits of 30 B. aegyptiaca trees from five locations in Mauritania, Northwest Africa.

s s < T Moisture Protein Lipid Titratable
Fruit Weight Fruit Length  Fruit Width Total Sugars Content* Content * pH Adidity

Content
® fnm) fnm) (%) ®/1008DM) (011005 DM) (/100 g DM) (/100 g DM)
Aleg 414052 257 +342 158+192 28.1+90% 354 +53% 283+1.1° 433+1.0° 47012 02+0.052
Aghchorguit 58+09° 252+14° 205+21b 246+26° 236+15% 325+04° +13b 49+0.1° 03+01°
Boutilimit 45+1.0° 235+312 194+ 120 183+4.0° 325+53b 292+022 464 +02°¢ 48+022b 0.1+0.02°¢
Yaghref 4.0+022 195+1.1b 19.7 +0.8b 203 +57ab 458+71°¢ 281012 489+114d 49+01°b 03+0.1°
Chami 44+04° 2394072 19.4+28b  211+302b 295+812 ND ND 49+01°b 0.1+0.02°¢

Study Site

* Proteins and lipid content were measured in the fruit kernel. ND: not determined. Means in the same column sharing the same letter(s) are not significantly different at (p < 0.05)
according to the Student-Newman-Keuls test
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2.2. Bioactive Compounds and Antioxidant Activity of Fruit Pulp

Bioactive compounds and antioxidant activities of B. aegyptiaca fruits varied significantly between
the study sites (Table 3). Fruit pulp from the hyper-arid sites of Yaghref and Chami showed the
highest phenolic contents (396 + 4.8 and 268 + 1.9 mg GAE/100 g DM, respectively) and antioxidant
activities (750 + 5.5 and 730 + 10.5 umol TEAC/100 g DM, respectively). They also showed the highest
values of the soluble tannins (714 + 17.3 and 756 + 8.4 mg TAE/100 g DM, respectively). However,
total flavonoids were significantly higher in the fruit of the arid site of Boutilimit (47.4 + 6.4 mg
QE/100 g DM) than the other sites. Literature data showed a wide range of bioactive compounds
and antioxidant potential of B. aegyptiaca fruit pulp of various origins [37—-41]. Polyphenol and
flavonoid contents found in the present study were lower than those reported by Abdallah et al. [37]
in methanolic extracts of B. aegyptiaca fruit from Sudan (212 mg GAE/g DM and 11.5 mg QE/g DM,
respectively). These authors also showed a dose-dependent scavenging activity of pulp extract against
the 2,2-diphenyl-1-pyrrylhydrazyl (DPPH)-radical with a half maximal inhibitory concentration (IC50)
of 3ug/mL.

Table 3. Means + standard deviation of bioactive compounds and antioxidant activity of B. aegyptiaca
fruit pulp from 5 locations in Mauritania, Northwest Africa.

Total Polyphenols Total Flavonoids Soluble Tannins Antioxidant Activity
(mg GAE/100 g DM) (mg QE/100 g DM) (mgTAE/100 g DM) (umol TEAC/100 g DM)

Aleg 245+812 288 +54°2 471 £88°2 440+752
Aghchorguit 236 +5.7P 325+1.22b 479 +12° 490 + 13.8"
Boutilimit 2225425 47.4+6.449 436+ 99" 340 +10.2¢
Yaghref 396 +4.84 343+ 18" 714 +173¢ 750 + 554
Chami 268+19¢ 19.7.+2:2¢ 756 + 8.4 4 730+105¢
Means in the same column sharing the same letter(s) are not significantly different at p < 0.05 according to

Student-Newman-Keuls test; GAE: gallic acid equivalent; QE: quercetin equivalent; TAE: tannic acid equivalent;
TEAC, trolox equivalent antioxidant capacity; DM: dry matter.

Study Site

Correlation between bioactive compounds and antioxidant activity was not examined in the
present study. However, literature data showed that the antioxidant potential of many medicinal
plants was generally correlated to the presence of polyphenols and/or flavonoids [40].

2.3. Principal Component Analysis (PCA)

The PCA was applied to all physical and chemical variables to determine variables that differentiate
the desert date fruit from different sites and to identify any group patterns. Three principal components
(PC1, PC2 and PCB3) explain 59% of the total variance (25.7%, 18.9% and 14.4% for PC1, PC2 and PC3,
respectively) (Table S1). Total polyphenols (0.85), antioxidant activity (0.92) and soluble tannins (0.83)
were high positively correlated with the PC1, while fruit length (—-0.5) was negatively correlated with
the PC1. The factors that contributed most positively to the PC2 were proteins content of the fruit
kernel (0.66), fruit width (0.62) and fruit weight (0.82), and that contributing most negatively was total
sugars (—0.68). The PC3 was positively correlated to the lipid contents (0.84) and negatively correlated
to the moisture content (~0.69). The PC1 versus PC2 scatter plot (Figure 1) clearly distinguished two
main clusters: the first one grouped B. aegyptiaca trees from the hyper-arid sites of Chami and Yaghref
characterized by high polyphenols contents, important antioxidant activity and high soluble tannins
compared to B. aegyptiaca trees from the arid sites. The second cluster consisting of trees from the arid
site of Aghchorguit, which are characterized by high fruit weight, important proteins content of the
fruit kernel and large fruit. Based on the PCA analysis, fruits from the hyper-arid zone (Yaghref and
Chami) appeared the most interesting regarding the bioactive compounds and antioxidant activity.
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Figure 1. Principal component analysis plots (axis 1-2) of 30 Balanites aegyptiaca trees from 5 locations
in Mauritania based on fruit morphological and phytochemical components.

2.4. Ethnobotanical Uses of Balanites Aegyptiaca Fruits

A total of 70 informants including seven traditional healers were interviewed: 43 (61.4%) men
and 27 (38.6%) women (P = 0.064), ranging in age between 30 and 70 years (mean age = 50; median age
= 53) (Table 4). In general, interest and therefore knowledge in medicinal plants generally increases
with age as shown in a similar study [42]. Respondents originated from seven out of the thirteen
provinces of the country, including Nouakchott, and belong to the main ethnolinguistic groups of
Mauritania: Moorish of Arab descent (87.1%) and black Africans (12.9%). The educational background
of the respondents consisted of 27 (38.6%) with tertiary educational level, while 16 (22.8%) and
13 (18.6%) reached secondary and primary educational levels, respectively, and 14 (20%) had no formal
educational level. Of the 70 respondents, 52 (74.3%) actively use plant-based medicine as a first line to
treat their ailments against 18 (25.7%) that prefer conventional medicine as a first recourse.
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Table 4. Sociodemographic characteristics of the 70 participants in the ethnobotanical survey from
Nouakchott, Mauritania, Northwest Africa.

Characteristics No. %

Gender (n =70)
Male 43
Female 27

Age groups (year) (n =70)
30-40

19
41-50 21
>50 30

Ethnicity (n = 70)
Moors 61
Black Africans 9

Educational level (n = 70)
No formal education 14 20
Primary education 13 18.6
Secondary education 16 28
Tertiary education 27 38.6

All informants recognized the fruit of B. aegyptiaca and gave its correct name in their native
language (Table 5). However, only 20% (14/70) indicated exactly that the best period to collect mature
fruits from the wild is in the winter (December-February). The most commonly used plant part of the
desert date fruit is the pulp, either as food or as medicine (Table 5). Traditional kitchen is the main
reported culinary use (74.3%) of the desert date fruit. Using the pulp in pastry was also reported
in 8.6% of the informants. Most of the participants reported using fruit pulp as medicine to treat
diabetes (97.1%), hypertension (72.8%), constipation (40%) and cough (35.7%) while they employed
the fruit kernel to treat paronychia (57.1%), various dermal diseases (35.7%) and asthma (25.71%).
The preparation/administration methods included maceration (58.8%), decoction (28.5%), sucking fruit
pulp (25.7%) and ointment (12.8%). The majority of respondents reported using three fruit pulps once
a day (53.4%) during the period of treatment.

The present ethnobotanical survey revealed that desert date fruit provides remedies for 8 human
ailments according to the interviewed individuals, including diabetes, hypertension, constipation and
cough. The study also reported the use of the fruit pulp for culinary purposes. Similar traditional
medicinal and culinary uses of B. aegyptiaca fruit were also reported elsewhere. For instance, in
Senegal, fruit pulp is used to treat human illness such as hypertension [12], in Egypt and Sudan to treat
diabetes [43] and in Burkina Faso, Algeria and Senegal to treat constipation [10]. In Senegal, culinary
uses of fruit pulp and kernel were reported [12]. The similarity in the medicinal and culinary uses of
B. aegyptiaca fruit pulp between populations living in the Sahel and Sahara including the Mauritanians
is a demonstration of the nutritional value, as well as the medicinal and pharmacological potentialities
of the plant.

Biological evidence from in vivo and in vitro studies supported the potential medicinal virtues of
the desert date fruits [37,40,44,45]. For instance, aqueous extract of B. aegypticea fruit demonstrated
hypoglycemic properties in diabetic experimental rats [45]. It was also reported that whole and
extracted pulp of B. aegyptiaca fruits exhibited a hypocholesterolemic effect when tested on adult albino
rats [44]. Moreover, methanol extract of the pulp was also found to exhibit anti-dermatophytic activity
on Microsporum gypseum and Trichophyton rubrum [40]. Fixed fruit oils exhibited anticancer activity
against lung, liver and brain human carcinoma cell lines, possessed anthelmintic activity against
hepatic worms (Schistosoma mansoni and Fasciola gigantica) and showed antimicrobial activity against
selected strains of Gram-positive and Gram-negative bacteria [17]. Ethanolic extract of the roots of
B. aegyptiaca possess a bioactive compound that exerts sedative and anxiolytic properties in mice [46].
It is worth noting that most of these studies reported the active compounds to be saponins.
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Table 5. Ethnobotanical and medicinal uses of the fruit of B. eagyptiaca reported by 70 informants from
Nouakchott, Mauritania, Northwest Africa.

Characteristics Frequency (%) *
Desert date ** 70 (100)

False answer 0

Local name of the fruit

I don’t know 0
Winter (December-February) 14 (20)
Period of harvest Spring (March-May) 43 (61.4)
Summer (June-August) 12 (17.1)
Autumn (September-November) 1(14)
Sweet-bitter 62 (88.6)
Bitter 7 (10)
Sweet 1(1.43)
Traditional kitchen 52 (74.3)
Culinary use Pastry 6(8.6)
Juice 2(2.8)
Pastry and traditional kitchen 10 (14.3)
Diabetes 68 (97.1)
Hypertension 51 (72.8)

Taste (pulp)

Medicinal uses of fruit pulp

Cardiovascular illnesses 1(14)
Cough 25 (35.7)
Constipation 28 (40)

Dermal infections 25(35.7)
Medicinal uses of Kernel oil Asthma 18 (25.7)

Paronychia 40 (57.1)
Maceration 41 (58.8)
Sucking (fruit pulp) 18 (25.7)
Decoction 20 (28.5)

As ointment (kernel oil) 9 (12.8)
Three fruit pulps once a day 37 (53.4)

Traditional method of
preparation/administration

Frequency of use ***

Four to seven fruits pulp a day 33 (46.5)

* Percentages who do not add up to 100 are from multiple response questions; ** the name of the fruit was given in
the native language of the respondent (see main text for the correspondence); *** during the period of treatment.

3. Materials and Methods

3.1. Study Sites

Five study sites (Aleg, Aghchorguit, Boutilimit, Yaghef and Chami) located in the central arid
and northern hyper-arid zones in Mauritania where prospected (Figure 2). Annual rainfall in the
study sites follows a south-north gradient with an average of 200 mm over the arid sites of Aleg and
Aghchroguit and 50 mm or less along the hyper-arid sites of Chami and Yaghref. Balanites aegyptiaca
trees abundance across the study zone follows the rainfall gradient with Aleg showing the highest
density and Chami and Yaghref the lowest. These later represent the northernmost limit of distribution
area of the desert date tree in Mauritania. In each study site, sampling was performed within a distance
of hundreds of meters from both sides of the national roads connecting Nouakchott, the capital city,
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and Aleg to the southeast, Nouakchott and Nouadhibou to the north and, Nouakchott and Atar to the
northeast (Figure 2).
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Figure 2. Distribution map of the five locations of Balanites aegyptiaca trees in the central arid (Aleg,
Aghchorguit and Boutilimit) and northern hyper-arid (Yaghref and Chami) zones in Mauritania,
Northwest Africa. Professor Ali Ould Mohamed Salem Boukhary created Figure 2 by using the
Microsoft Paint application.

3.2. Sampling and Measurement of Fruit Morphological Variables

Fruits were collected during the harvest seasons of 2016 and 2017, from 30 B. aegyptiaca trees
(six trees from each site) naturally growing in the study sites. After spreading a plastic sheet around
the trunk of the tree, fruits from each tree were collected by shaking the upper tree branches using
a long stick and 30 among the fully mature dropped fruits were randomly selected and mixed as a
single lot. They were then rapidly transported in a cooler to the laboratory where fruit morphological
variables were immediately measured. Fruit collections were then stored at —20 °C for further
phytochemical characterization.
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Ten fruits from each lot were used to describe fruits. Fruit weight was measured with an accuracy
0f0.01 g using an analytical balance (Ohaus, Heuwinkelstrasse, Switzerland). Fruitlength and diameter
were measured to the nearest 0.1 mm using a digital calliper.

3.3. Phytochemical Analysis

A total of 10 physicochemical variables related to fruit pulp (mesocarp) (eight parameters) and
fruit kernel (two variables) were measured.

Moisture content was determined by drying 1 g of fruit pulp in an oven at 65 °C until the weight
stabilized, and the moisture percentage was calculated according to the following formula:

Moisture (%) = [(fresh weight — dry weight)/fresh weight] x 100.

Titratable acidity and pH were estimated by homogenizing 10 g of fruit pulp in 100 mL distilled
water. The pH of 25 mL of the resultant pulp juice was estimated using a digital pH meter (Hanna
instruments HI84435-01 Mini Titrator and pH Meter) previously calibrated with buffered solutions
(pH 4.0 and 7.0). Titratable acidity was estimated on 50 mL of the same juice pulp by titration to pH 8.0
using a 0.1 N NaOH solution and a phenolphthalein indicator [47]. The results were expressed as
grams citric acid equivalents per 100 g dry matter.

Sugars were extracted from 1 g of dried fruit pulp using 80% ethanol aqueous solution
and quantified according to the spectrophotometric phenol-sulfuric acid method developed by
Dubois et al. [48]. A calibration curve was prepared using glucose solution as a standard. Absorbance
was measured at 490 nm. Sugars content was expressed in grams of glucose equivalents per 100 g
dry matter.

To quantify kernel oil and proteins, fruit external tissues (epicarp and mesocarp) were removed
manually using a thin sharp knife and the kernel was separated from the enclosing woody part after
gentle hand hammering. Total fats were extracted according to the Soxhlet method using hexane as
the extraction solvent [47]. One gram of homogenized fruit kernel, 10 g sea sand and 200 mL hexane
were extracted by Soxhlet for 6 h. Then, the solvent was evaporated at 35 °C using a rotary evaporator.
Finally, the lipid content of the samples was determined gravimetrically.

Proteins content in the fruit kernel was determined according to the Kjeldahl method as described
in the Association of Official Agricultural Chemists (AOAC) International [49]. Briefly, 1 g of fruit
kernel was digested with 15 mL concentrated sulfuric acid containing two copper catalyst tablets in
a heat block (Kjeltec system 2020 digester, Tecator Inc., Herndon, VA, USA) at 420 °C for 2 h. After
cooling, distilled water was added to the hydrolysates before neutralization and titration. The amount
of total nitrogen in the pulp was multiplied with the traditional conversion factor of 6.25 to convert the
measured nitrogen concentration to a protein concentration.

Polyphenols and flavonoids were extracted from 1 g of dried fruit pulp using 80% methanol
aqueous solution. Polyphenols were quantified using Folin-Ciocalteu’s reagent according to the
colorimetric method of Singelton and Rossi [50] as modified by Kim etal. [51]. A standard curve was
prepared with gallic acid. The absorbance was read at 750 nm and results were expressed as mg of gallic
acid equivalents (GAE) per 100 g dry matter. Flavonoids were quantified using Aluminium chloride
colorimetric assays according to the protocols described by Zhishen et al. [52] and Kim et al. [51].
The absorbance of the tested samples and standard quercetin solutions were measured at 430 nm.
Results were expressed as mg quercetin equivalents (QE) per 100 g dry matter.

Soluble tannins were extracted from 1 g of dried fruit pulp using 70% acetone aqueous solution.
Soluble tannins were estimated using the Folin-Denis colorimetric method as described by Taira [53].
This method is based on the reduction of phosphomolybdic-phosphotungstic acids by tannins to
molybdenum blue in alkaline solution. A calibration curve was constructed using tannic acid in
acetone aqueous solution. The absorbance was measured at 760 nm. Tannins content was expressed as
mg tannic acid equivalents (TAE) per 100 g dry matter.
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3.4. Antioxidant Activity of Fruit Pulp

Antioxidant activity of fruit pulp methanolic extracts was estimated using the 2,2-diphenyl-1-
pyrrylhydrazyl (DPPH) free radical assay as described by Brand-Williams etal. [54] and Mint Mohamed
Lemine et al. [55]. The Absorbance was measured at 517 nm. The antioxidant activity was given in
umol of trolox equivalents antioxidant capacity (TEAC) per 100 g of dry matter.

3.5. Ethnobotanical Uses of the Desert Date Fruit

The survey took place during June-July 2019 in Nouakchott, the capital city of Mauritania.
Ethnobotanical uses of the desert date fruit were assessed using a structured questionnaire with
close-ended multiple-choice questions translated into the participants’ native languages (Hassaniya,
Pular, Soninke and Wolof). The survey was conducted face-to-face in order to maximize response
rates [56]. Before obtaining the verbal consent, the aims and objectives of the survey were explained to
each prospective respondent. The questions included the local name of the fruit, the harvest period,
the culinary and medicinal uses, the mode of preparation/administration and the frequency of use.
The questionnaire also comprised socio-demographic data on each informant (age, gender, ethnicity
and education). Interviews were carried out at homes, in the street or in different local markets in
Nouakchott. Seven traditional healers having practical knowledge of medicinal plants were also
included in the survey.

3.6. Data Analysis

All measurements were conducted on three replicate samples. Means + standard deviation
(SD), minimum, maximum values and the coefficient of variation for each physicochemical variable
were calculated. Means of the measured variables were compared among the study sites using the

Student-Newman-Keuls test [57]. Principal components analysis (PCA) was performed on the collected
data to assess the relationships between desert date trees from the different study sites. Information
obtained through the ethnobotanical survey was analyzed and expressed as percentages. All statistical
analyses were carried out using SPSS software (Version 12) or MS Excel (2007). The significance level
was accepted at p < 0.05.

4. Conclusions

This is the first study on the phytochemical properties and ethnobotanical uses of the desert date
fruit at the northern edge of its distribution area in Mauritania. Results show important diversity in
their fruit phytochemicals and antioxidant activity, and highlight a body of indigenous ethnobotanical
and ethnomedicinal uses that constitute a basis for the development of strategies of conservation and
sustainable use of these underutilized genetic resources.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2223-7747/9/3/401/s1;
Table S1: Eigen values and proportion of the variance explained for the three principal components of the 30 B.
aegyptiaca trees based on fruit morphological and phytochemical components
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Inter simple sequence repeat
markers to assess genetic diversity
of the desert date (Balanites
aegyptiaca Del.) for Sahelian
ecosystem restoration

Selouka Mint Abdelaziz%? Leila Medraoui!, Mohammed Alami!, Ouafae Pakhrou?,
Meryem Makkaoui?, Ali Ould Mohamed Salem Boukhary? & Abdelkarim Filali-Maltouf'*’

Drought and desertification are the major environmental constraints facing the Sahelian agro-
ecosystems for decades. Assessing genetic diversity of native tree species is critical to assist
ecosystems restoration efforts. Here we describe genetic diversity and structure of seven Balanites
aegyptiaca L. natural populations distributed across the Sahelian-Saharan zone of Mauritania using
16 polymorphicISSR primers. These generated 505 polymorphic bands. Polymorphisminformation
content (PIC) varied from (0.13-0.29) with an average 0.23, marker index (MI) averaged 7.3 (range
3.3-10.3) and resolving power (RP) ranged from (4.53-14.6) with an average 9.9.The number

of observed alleles (Na) ranged from (0.62-1.39), Effective number of alleles (Ne) varied from
(1.26-1.37), Shannon's information index (I) ranged from (0.25-0.36). AMOVA analysis showed

that 80% of the genetic variation was fined within populations, which is supported by a low level of
genetic differentiation between population (GST=0.21) and an overall estimate of gene flow among
populations (Nm=1.9).The dendrogram based on Jaccard’s similarity coefficient and the structure
analysis divided the seven populations into two main clusters in which two populations from the
Saharan zone were grouped. Our results provide baseline data for genetic conservation programs of
this Sahelian neglected crop and with an important econ-ecological role.

Balanites aegyptiaca Del. belongs to Zygophyllaceae family, commonly known as desert date tree, is a long-lived
dicotyledonous spiny tree up to 10 m tall that is widely distributed in arid and semi-arid regions in Africa and
South Asia'~. In Mauritania, B. aegyptiaca is widespread throughout the country. It is a xerophytic tree distrib-
uted in Sahelian as well as the Saharan zones. The Desert date is a multipurpose tree offering protection against
desertification, provides food for human and animals in addition to many medicinal uses**. For instance, fruit of
B. aegyptiaca (locally known as Tooga) is used in traditional medicine to treat diabetes, asthma, epilepsy, malaria,
etc. Moreover, the seed or Kernel of B. aegyptiaca fruit is very rich in oil (46.0-54.7%) particularly unsaturated
fatty acid (up to 75% of the total fatty acids) and protein (26.1-34.3%)"*. Some authors successfully tested B.
aegyptiaca oil for biodiesel production and showed that it can be an alternate diesel>®.

Due to its extreme resistance to drought as well as its diverse set of natural regeneration strategies through
seeds, suckers and rejuvenation, B. aegyptiaca has recently identified as one of the native plants for restoring of
degraded Sahelian ecosystem in the so called Great Green Well (GGW) project”. This project aims to create a
15-km- wide (north-south) green belt of trees south of the Saharan desert across more than 11 African countries
(from Senegal to Djibouti)®°.

With two-third of its surface areas lying in the African great Sahara Desert, Mauritania like many other Sahe-
lian countries was faced during the 1970s-1980s with the severe drought resulting in huge socio-economic and
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Sequence 5'— 3 NPB MI |RP

(AG)8C 31 50 6.9
(AG)8T 44 9.6
(AG)8TC 21 33 | 45
(AG)8CA 38 9.7
(AG)STA 28 73 |99
(AG)8CC 36 103 | 146
(CT)8G 5 35 47 | 59
(CT)8T 26 73 | 101
(GA)8C 3 32 86 | 118
(GA)SCT 3 36 60 | 7.7
(GA)BTT 28 79 [11.2
(GT)8C 24 63 | 82
Bl (GT)6CC 31 80 |10.8
B2 (GT)6GG 28 69 | 93
THI (GT)6CG 3 32 74 | 100
TH2 (GT)6TG 35 023 | 8.1 |11
Average 3.5 |315 023 | 7.3 | 99

Table 1. ISSR primer used and their respective markers performance indexes. TNB total number of bands,
NPB number of polymorphic bands, PIC polymorphism information content, MI marker index, RP resolving
power.

environmental impacts (massive rural exodus, food insecurity and desertification). The limited biodiversity that
naturally characterizes arid and desert regions was significantly reduced due to that environmental condition.

Studying genetic variability is of great relevance in plant genetic resource management programs. Through
information it provides, it is possible to identify genotypes of interest and use them in the establishment of
effective conservation strategies.

Today, molecular markers are by far more suitable to analyze the genetic diversity than morphological and
biochemical traits because they segregate as a single gene and they are not affected by the environment'’. A vast
array of molecular markers including restriction fragment length polymorphism (RFLP), randomly amplified
polymorphic DNA (RAPD), amplified fragment length polymorphism (AFLP), inter simple sequence repeats
(ISSR) and microsatellites or simple sequence repeats (SSR) have been used to assess genetic diversity in plant
species from different parts of the world'!~"*. ISSRs are segments of DNA that are flanked at both side by shorts
DNA motifs of 2-5 nucleotide long repeated multiple time called microsatellite'®. PCR-ISSR is a quick, cost-
effective and high reproducibility molecular technique based on PCR amplification of such multilocus inter-
microsatellite sequences ISSRs are found to be useful in the analysis of genetic variation below the species level,
mainly in studying population structure and differentiation'”. Data on the genetic diversity of B. aegyptiaca
germplasm worldwide are very limited. Domyati et al*® assessed genetic diversity in 7 medicinal plants, including
B. aegyptiaca using ISSR, RAPD, and AFLP. They showed that ISSR markers revealed high genetic diversity in B.
aegyptiaca compared to other markers (RAPD, AFLP). Moreover, AFLP markers have been successfully used to
assess genetic diversity amongst B. aegyptiaca collected from different geographical regions'®.

In the present study, we evaluate genetic diversity among and within B. aegyptiaca populations collected from
different bioclimatic zones in Mauritania using ISSR markers. The main objective of this study was to provide
baseline molecular information for this economically and ecologically important neglected crop for a best con-
servation and restoration program of Sahelian ecosystem.

Results

Polymorphism of the ISSR markers. The 16 ISSR primers used generated 505 polymorphic bands
ranged in size between 40 and 3369 bp. The primer BTH3[(AG),TC] produced the lowest number of bands
(21) whereas the primer BTH2[(AG);T] showed the highest number (42) with an average of 31.5 fragments per
primer (Table 1). The PIC values ranged from 0.13 to 0.29 with an average of 0.23. Marker Index (MI) and resolu-
tion power (Rp) averaged 7.28 (range 3.3-10.3) and 9.9 (range 4.5-14.6), respectively.

At the population level, the number of observed alleles (Na) ranged from 0.62 to 1.39 with an average of 1.12,
while the number of effective alleles (Ne) ranged from 1.13 to 1.23 with an average of 1.2 (Table 2) and the private
alleles (Pa) ranged from 2 to 14 with an average 8.29. Populations from the Saharo-Sahelian zone (Aghchorguit
and Boutilimit) had the lowest (2) and the highest (14) number of private alleles, respectively. Shannon index (I)
ranged between 0.13 and 0.24 with an average of 0.21. The highest percentage of polymorphic loci (%P =68.32%)
was observed in the population of Yaghref 2 and the lowest (%P =30.1%) in the population of Tazyazet (Table 2).
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Population |Na |Ne 1 %P

Aleg 13 |123 0.24 |64.75
Yaghref_1 136 | 123 0.24 [67.33
Yaghref 2 139 | 121 0.24 |68.32
Boutilimit | 1.3 | 123 0.24 |64.16
Agchorguit | 1.23 | 1.21 0.22 |6L19
6 Tazyazet 062 | 114 |5 0.13 | 30.10
7 Chami 0.63 | 113 |11 0.13 | 3030
Average L1 |32 829 |021 |55.16

Table 2. Genetic diversity within B. aegyptiaca populations from Mauritania. Na observed number of alleles,
Ne effective number of alleles, Pa private alleles, I Shannon’s information index, %P percentage of polymorphic
loci.

Source Ss MS Est. Var.
Among populations 1,209,682 201,614 11,893 20
Within populations 4,087,373 48,659 48,659 80
Total 5,297,055 60,552 100

Table 3. AMOVA for B. aegyptiaca populations from Mauritania. df degree of freedom, SS sum of squares, MS
mean of squares, Est. Var. estimated variation, % of variation percentage of variation.

Genetic differentiation and gene flow. The coefficient of genetic differentiation (G;) between popula-
tions and gene flow (Nm) were 0.21 and 1.91, respectively. Analysis of molecular variance showed that 20% of
the molecular variance was between populations (Table 3).

Cluster analysis. The dendrogram based on Jaccard’s similarity coefficient ranging from 0.14 to 0.56 was
constructed using the whole ISSR data matrix (Fig. 1). The obtained dendrogram divided the populations in
to two main groups, the largest one contains five geographically distant populations (Aleg, Aghchorguit, Bou-
tilimit, Yaghref1, Yaghref2) and the second group contains Tazyazet and Chami populations. Tazyzet and Chami
both from the Saharan zone.

The dendrogram grouped the studied populations into two major clusters and the individuals were separated
according to their populations. Some populations of each region were placed into the same sub-cluster and
showed high similarities with each other.

Principal coordinates analysis. Principal coordinates analysis (PCoA) was carried out to provide spatial
representation of the genetic diversity among the desert date populations (Fig. 2). The first two principal coor-
dinates accounted for 21.3% of the total variance (12.37% and 8.93%, respectively). Obtained picture confirmed
the clustering pattern observed using UPGMA analysis and the classification of the B. aegyptiaca populations
into two major groups. Indeed, populations of Chami and Tazyazet from the Saharan zone are genetically distant
from the rest of the populations (Aleg, Agchorguit, Boutilimit, Yaghref 1 and Yaghref 2).

Population structure analysis. To provide further evidence and deduce population structure, Bayesian
assignment analyses were used. The maximum log-likelihood given by STRUCTURE and AK method was K=2
followed by K =5 indicating that the populations of B. aegyptiaca studied could be grouped into two main popu-
lations and five subpopulations (Fig. 3). The populations Tazyazet and Chami form one cluster at K=2 and at
K=5. Whereas the populations Aleg, Agchorguit, Boutilimit, Yaghref 1 and Yaghref 2 are more similar among
them and form one genetic group at K=2. This group was further separated into 4 sub-clusters at K=5. The
above analyses (UPGMA and PCoA) indicate a similar result and show two main clusters which is consistent
with the STRUCTURE results at K=2.

Discussion

B. aegyptiaca isa woody plant endemic to Mauritania as well as the Sahel where it plays an important ecological
and socio-economic role. In the present study, genetic diversity among seven B. aegyptiaca natural populations
from different bioclimatic stages in Mauritania was assessed using a set of ISSR primers. The study revealed sig-
nificant number of markers (505 polymorphic bands) in the 16 tested ISSR primers compared to that reported in
B. aegyptiaca species from Egypt (177 bands and 17 ISSR primers)**. Khamis et al.'® reported 477 polymorphic
bands using AFLPs markers in B. aegyptiaca from different geographical origins. However, polymorphism infor-
mation content (PIC) obtained in our study (0.23), is lower than that reported by Domyati et al.” who found a
PIC value of 0.37. Variable PICs values from other perennial dicotyledonous species such as jujub (Z. mauritiana)
(PIC=0.42) and cork oak (Quercus suber L.) (PIC=0.28) have been reported®**!. Moreover, marker index (MI)
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Figure 1. UPGMA-dendrogram based on Jaccards similarity coefficient, of 7 natural populations of B.
aegyptiaca, implemented by the software NTSYS-PC version 2.02 (Exeter software, New York).

for the present study populations (7.3) was very low compared to that of 53.34 found by Domyati et al.*” in B.
aegyptiaca using ISSR marker. The difference in the markers in formativeness and performance between our study
and that of Domyati et al.” could be the results of the difference in the primers sequences used and the genetic
background of the populations tested. Nevertheless, the level of polymorphism found in our study is consistent
with that reported for similar long-lived perennial species such as Cork Oak’* and Baobab (Adansonia digitata)™.

Moreover, natural populations of B. aegyptiaca in the Saharan zone are subjected to several anthropogenic
(the need of wood for fuel), animal (mainly dromedary grazing) and environmental (extreme aridity) pressures,
that could be probably the cause of the low observed variability. It is worth noting that B. aegyptiaca trees in this
desert region, which probably constitutes the northern limit of the species distribution in the country, are much
dispersed and not abundant.

In addition, private alleles, particularly in the Saharan and Saharo-Sahelian populations, were noted. These
alleles reveal information about the differentiation of species and could be involved in adaptation of the species
to local environment. Also, the private alleles occur as a result of mutation™ and can be studied to reveal genes
of adaptation. These results can be used to identify the ecotypes of this tree.

The AMOVA values also provide an insight into intra- and inter-population differentiation of B. aegyptiaca.
Indeed, AMOVA showed that 80% of the total genetic variations was attributed to variations within popula-
tions rather than between populations (Gg; =0.21). These findings are comparable to those reported by Alansi
etal.*in Z spina-christi L. (Gg; = 0.17) and Medhi et al.* in Xanthoxylum spp. (Gg; =0.24). Furthermore, it was
observed that 100% of the total variation in B. aegyptiaca populations from Egypt was attributed to difference
within populations®. The high level of the intra-population diversity in B. aegyptiaca corroborate that long-lived,
cross-pollinated and widespread plant species maintains high level of intra- population differentiation and low
level of inter-population diversity® For instance, an allopollination rate of 37% for B. aegyptiaca from Senegal
was reported. This cross-pollination is brought about by wind and insects™. It is worth noting that geographically
distant populations are genetically related as revealed by principal coordinates analysis, UPGMA dendrogram,
based on Jaccard's similarity coefficient, and population structure analysis. This finding can be explained by the
absence of geographical barriers between the regions studied and effective gene flow (Nm=1.91). One factor
that could maintain gene flow between geographically separated populations is seed dispersal through animal
grazing®™. In the case of B. aegyptiaca, one of the common preferred forage species of Camel dromedary, seeds
can be transferred as Camel graze from one land to another during transhumance across Sahara, thus explaining
why this species is common in the Sahel and Sahara.

To our knowledge, this is the first study addressing the genetic diversity of B. aegyptiaca from Mauritania. It
demonstrates that ISSR markers offer a useful approach for characterizing genetic diversity within and among B.
aegyptiaca populations. Further studies for analyzing genetic diversity using other ISSR primers and B. aegyptiaca
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Figure 2. Two-dimensional representations of the first two axes of the principal coordinates analysis (PCoA)
from the matrix of genetic distances of 91 samples from 7 populations.

populations may help the selection of plants of interest particularly in the context of the GGW project. Fur-
thermore, it is useful to conduct comparative studies with different molecular and even morphological marker.

Materials and methods

Plant material. In this study, we evaluated 91 accessions belonging to 7 natural populations of B. aegypti-
aca. These populations were collected from Aleg in the Sahelian zone (rainfall >200 mm), Boutilimit, and Agh-
chorguit, in the Saharo-Sahelian zone (rainfall between 100 and 200 mm) and Yaghref1, Yaghref2, Tazyazt and
Chami from the Saharan zone (rainfall < 100 mm) (Fig. 4).

The fresh leaves were collected from 10 to 15 trees per population and per study sites. Due to the asexual
reproduction mode of the desert date tree through suckering'’, a minimum distance of not less than 20 m was
maintained between sampled trees for the majority of populations. The leaves were transported in a container in
presence of ice to the laboratory where they were either stored at — 80 °C or lyophilized for further processing.

DNA extraction. Genomic DNA was extracted from 20 mg of lyophilized leaves using the commercial
Isolate I Plant DNA Mini Kit (Bioline, France) according to the manufacturer’s instructions. DNA integrity and
purity were estimated using a spectrophotometer (NanoDrop 2000, USA) and 1% agarose gel electrophoresis.

DNA amplification by ISSR.  We tested 17 anchored ISSR primers of which 16 given reproducible bands.
Table 1 summarizes the main characteristics of the ISSR primers used. PCR was carried out according to
the protocol of Zietkiewicz et al.*® with slight modifications. Briefly, 25 ul of PCR mixture contained 4 ng/ul
genomic DNA, 1U of Taq DNA Polymerase, 1 x PCR buffer, 2 mM of each dNTPs, 2.5 mM MgCl, and 4 yM of
each primer. DNA amplification was performed in a 96-well thermal cycler (Veriti', California, USA). Cycling
included a 5 min initial denaturation at 94 °C, following by 32 cycles of: 30 s at 94 °C, 45 s at annealing tempera-
ture of each primer, 2 min at 72 °C and a final elongation cycle of 7 min at 72 °C. The ISSR-PCR products were
separated on 2.8% agarose gel, stained with ethidium bromide and visualized under UV. Band size was estimated
by comparing the bands with 1 kb ladder (Invitrogen, USA).

Data analysis. The binary data matrix was analyzed using GelCompar II software (version 2.5, Applied
Maths, Kortrijk, Belgium). Only clear and sharp bands were considered as ISSR markers. They were then coded
as 1 for the presence and 0 for the absence. From this binary presence/absence matrix, we calculated the poly-
morphism information content (PIC) according to the formula, described by Roldan-Ruiz et al.”!, PICi=2fi
(1-fi), where PICi is the polymorphic information content of marker i, fi is the frequency of the present frag-
ments and (1 - fi) is the frequency of the absent fragments. Marker index (MI) was calculated according to the
Powell et al.”* formula: MI=PICxEMR, where EMR (effective multiple ratios) is defined as the product of the
fraction of polymorphic loci (B) and the number of polymorphic loci (n). The resolving power (RP) for each
primer was calculated using the formula of Prevost and Wilkinson®: Rp =XIb, where Ib is the informative frag-
ment and calculated as follows: Ib=1-[2x]0.5-p|], where p is the proportion of the genotypes containing the
fragment.

To estimate genetic diversity, five parameters were calculated using GenAlex v6.5** including the number
of alleles (Na), the effective alleles (Ne), the private alleles (Pa), the Shannon’s information index (I) and the
percentage of polymorphic loci (%P).

POPGENE version 1.32% was used to compute the coefficient of gene differentiation (Gst) and the gene flow
(Nm). Principal coordinate analysis (PCoA) and Molecular Analysis of Variance (AMOVA) were also calculated
using the GenAlex v6.5 program.

The data were analyzed using the SIMQUAL (similarity for qualitative data) method to generate Jaccard
similarity coefficients. These similarity coefficients were used to construct dendrogram using the Unweighted
Pair-Group Method with Arithmetic mean (UPGMA) employing the SAHN (Sequential Agglomerative Hierar-
chical and Nested clustering) routine from NTSYS-PCv. 2.02 program (Applied Biostatistics, Setauket, N.Y.)*
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Figure 3. Results of Bayesian structure of the populations of B. aegyptiaca obtained with the structure
program” The STRUCTURE HARVESTER based on the approach of Evanno et al.?” indicates Delta K was
achieved its highest peak when K =2 followed by K=>5 (a). (b) Table output of the Evanno method results which
Yellow highlight shows the maximum value in the Delta K column. From top to bottom the clusters at K=2 (b)
and at K=5 (c). Each population is represented by a single vertical bar. The bar is divided into K colors, where
K represents the number of genetic groups assumed as identified by the STRUCTURE program. Population's
numbers see Table 2.

The genetic structure pattern was analyzed using a Bayesian algorithm implemented in the STRUCTURE 2.3.4
software which to infer the number of genetically distinct clusters (K) without a priori group designation. Twenty
independent simulations were carried out for each simulated value of K (the number of populations). The range
of possible clusters was set from 1 to 10. Analysis parameters included a burn-in period of 30,000 iterations and
50,000 Markov Chain Monte Carlo (MCMC) repetitions with the selection of admixture and correlated allele
frequencies models. The credible number of populations was assessed using the Evanno’s AK method”” based of
maximum value of AK with online tool Structure Harvester.
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Annexe 3: Protocole détaillé d’extraction de I’ADN

ISOLATE Il Flant DNA Kit BENCH-TOP PROTOCOL

PURIFYING GEMOMIC DNA FROM PLANT

Homogenization

Homogenize up to 100mg wet weight or up to 20mg dry weight (lyophilized) plant
material.

Procead to cell lysis using Lysis Buffer PAT (step 2.1) or alternatively Lysis Buffer PA2
{step 2_2).

Lysis

Cell lysis with Lysis Buffer PA{

Transfer resulting powder to a new tube and add 400l Lysis Buffer PAT.

Vortex mixiurs thoroughly. ’

Add 10pl ANass A solution and thoroughly mix sample.

Incubate at B5°C for 10 min.

Proceed to step 3.

Ceell lysis with Lysis Buffer PA2

Transfer resulting powder to 8 new tube and add 300yl Lysis Buffer PAZ.

Wortex mixivre thoroughly.

Add 10pl ANasa A solution and thoroughly mix sample.

Incubate at 6B5°C for 10 min.

Add Topl Precipitation Buffer PL3, mix thoroughly and incubate for 5 min on ice fo
precipitate S0O5 completaly.

Procesd fo step 3.

Filter crude lysate

Place |SCOLATE Il Filter {violet) into a new 2mi Collection Tube and load lysate
onto colummn.

Centrifuge 2 min at 11,000 x g.

Collect clear flow-through and discard ISOLATE H Filter.

If a pellat is visible in flow-through, transfer clear supematant without disturbing
pedlet to & new 1.5ml microcentrifuge tube {not supplied).

Adjust DNA binding conditions

Add 450 Binding Buffer PB. Mix thoroughly by pipetting up and down 5 times
or by vortexing.

Bind DMA

Place [S0OLATE |l Plant DNA Spin Column (green) into a new 2mi Collection Tube and
load sampde (max. of TO0ul).

Centrifuge 1 min at 11,000 x g and discard the flow-through




ISOLATE Il Plant DNA Kit BENCH-TOP PROTOCOL

Wash and dry silica membrane
. Add 4008 Wash Bufter PAWI

Centrifuge 1 min at 000 x g and discard flow-the

Aadd 700 Wash Buffer PAW2
Centrituge 1T min at 11,000 x g and discard fiow-the
Add another 2000 Wash Buffer PAWZ

Centrituge 2 min at 11,000 x g to remove wash buff
membrane compisiely

Elute DNA

Flace ISOLATE || Plamt DNA Coumn into a new 1.5mi

(not supp

Add S0ul preheated Elution Butfe G D center of sikca membrane
incubate S men a1 63°C

Cenbfuge T minat 11000 xg

Repeat this step with another S0yl Elution Buffer PG (03 and skite iImo same tube

BIOLINE




Annexe 4: Questionnaire Ethnobotanique




Questionnaire

ACe i Profession: ........c.oooiiiiiiiiiiiiii
Sexe: Masculin /__/ Féminin /__/
Niveau académique : Analphabéte /__/ Primaire /__/ Secondaire /__/ Universitaire /__/

1) Connaissez-vous Balanites eagyptiaca

2) Quelle est son nom vernaculaire :

en Hassaniya /
en Pullar /
en Soninké i/
en Wolof /

Je ne sais pas / /

3) Quelles est son abondance dans la zone :

Tres abondant
abondant

rare

trés rare

4) A quelle saison de I’année récoltez vous les fruits ?
Automne /I__1
Hiver /I__1
Eté Lol
Printemps /I__1

o]
]
o
o

5) A quel stade de maturation commence la récolte des fruits
o La maturité complete /__/
o Lasemi-maturation /__/
6) Quelle est la couleur de fuit au stade de maturation :
o Vert /l__1
o Jaune /__/
o Vert-jaunatre /__/

7) Le goit du fuit est :
o Sucré /__/
o Amere/__/
o Amere-sucré /__/




o Sans goit [/

8) Quel est le mode de consommation du fruit
o Cru [/__/
o Cut /_/

9) Quelle est la méthode utilisée pour la conservation du fruit
o Alabridela lumiére /__/
o Exposé alalumiere /__/
o Autres ).
10) Quelle est la destinée de la production de fruit de B. aegyptiaca
o Autoconsommation [/
o Marché local /1
o Autres [/
11) Quels sont les usages de B. aegyptiaca relatifs a ’alimentation humaine ?
o Cuisine traditionnelle /1
o Patisserie traditionnelle /]
o Jus et des diverses boissons /__/
o Autres /1

12) Selon vous, quelles sont les recettes alimentaires les plus utilisées dans votre
villageit-base de Balanites? ..cosseruvemssmssissussnssiisnssmmsssssm s s oms s s s s 4

13) Dans le cadre des usages alimentaires impliquant les fruits, quelle partie du fruit utilisez-vous le
plus souvent ?

o L’épicarpe et 1a pulpe ensemble

o La pulpe débarrassée de I’ épicarpe

o L’amande
14) Si quelqu’un entre vous se sent malade, vous vous adressez a :

o la médecine traditionnelle o

o la médecine moderne /__/

Si c’est les deux qu’elle est la premiére :
o Médecine moderne /__1

o Médecine traditionnelle /1
15) Quelles sont les maladies que vous traitez par les fruits ou d’autres composants de B.aegyptiaca ?
o Diabete [__1
Hypertension [/
L’asthme L
Les maladies cardiovasculaires /__/
Les maladies dermiques
Contre la douleur abdominale /__/
Paludisme
Purgative
0 AULTES: (PrECISEL) 1 wuwnsmusssmsammvsimmesassevemssnsis s s aa e s v
16) Quelles sont les parties les plus utilisées de B.aegyptiaca
o Tige /_/
o Fleurs /__/
o Fruits (pulpes) /__/




Graine /__/
Ecorce /__/
Feuilles /__/
Racines /__/
17) Dans le cadre du traitement impliquant les fruits, quelle partie du fruit utilisez-vous le plus souvent ?
o L’épicarpe et la pulpe ensemble
o La pulpe débarrassée de 1’épicarpe
o L’amande
18) Pour les maladies dont les traitements impliquent les fruits, vous prescrivez combien de fruits ?
o lfuit/jour
o 3fruits/semaine
o Autres
19) Pour les maladies dont les traitements impliquent les fruits, vous prescrivez 1’usage des fruits sous
quel état ?
o Fruits frais
o  Fruits séchés
o Poudre
20) Forme d’emploi:
Macération
Décoction
Infusion
Poudre
Huiles

21) Quelle est la durée du traitement ?
o Unjour /__/
o Une semaine /

/
o Un mois i
/

o Jusqu’a la guérison /__
22) combien de prise par jour

o lfois/jour

o 2fois/jour

o 3fois/jour

o Autres




Annexe 5 : Tableau 16

Tableau 16: Moyennes et ecartypes des variables physico-chimiques mesurées chez différentes populations de B. aegyptiaca.

Study site

Fruit
Weight
(&

Fruit
Length
(mm)

Fruit
width
(mm)

Moisture
content
(%)

Total
Sugars
(g/100g DM)

Proteins
Content*
(g/100g DM)

Lipids
Content*
(g/100 g DM)

pH

Titratable
Acidity
(g/100g DM)

Aleg

Aghchorguit

Boutilimit

Yaghref

Chami

4,1+0,5*

5,840,9°

4,5+1,0*

4,0+0,2*

4,420,4°

25,7342

25,2+1,42

23,5+3,1*

19,5+1,1°

23,9+0,7*

15,8+1,9*

20,5+2,1°

19,4+1,2%

19,7+0,8°

19,4+2,8°

28,1+9,0*

24,6+2,6*

18,3+4,0°

20,3+5,7b

21,1£3,000

35,4+5,32

23,6+1,5*

32,5+5,3°

45,847,1¢

29,5+8,12

28,3+1,1*

32,5+0,4°

29,240,22

28,1+0,1*

ND

43,3+1,0*

45,1£1,3

46,4+0,2°¢

48,9+1,1¢

ND

4,7+0,1*

4,910,1°

4,840,200

4,910,1°

4,910,1°

0,2+0,05*

0,320,1°

0,1+0,02°¢

0,30,1°

0,1+0,02¢

* Proteins and lipid content were measured in the fruit kernel. ND: not determined. Means in the same column sharing the same letter(s) are not significantly di_erent at (p < 0.05) according to the Student—
Newman—Keuls test.




Annexe 6 : Tableau 17

Tableau 17 : Analyse en composantes principales réalisées sur la matrice des données.

Variable

Code

PC1

PC2

PC3

Total sugars
Total Polyphenols
Total flavonoids
Antioxidant activity
Protein content
Lipid content
Width of the fruit
Soluble tanins
Fruit length

pH

Fruit weight
water content

Titratable acidity

TS
TP
TF
AA
PC
LC
WF
ST
FL
pH
FW
WC
TA

,295
,849
-,013
916
-,182
,086
411
,830
-,501
439
-,081
-, 154
-,059

-,681
-,073
,236
-,003
,662
-,104
,623
-,160
,270
,063
,822
,106
,485

,138
,137
471
-,284
,519
,840
,190
-,014
-,321
,299
-,329
-,694
,361

Annexe 7 : Figure 27
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Figure 27 : Analyse en composantes principales réalisée sur les parametres physicochimiques du
fruit de B. aegyptiaca : projection des arbres sur les axes 1-3 de la composante principale.




Annexe 8 : Figure 28
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Figure 28: UPGMA-dendrogram based on Jaccards coefficient, of 7 natural populations of B.
aegyptiaca, implemented by the software NTSYS-PC version 2.02 (Exeter software, New York).
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Résume

L’objectif de ce travail a été d’estimer et de comparer la diversité génétique intra et inter-population de
Balanites aegyptiaca (L.) Del. dans les régions sahélo-sahariennes en Mauritanie et aussi d’analyser et
comparer la composition physicochimique des fruits.

Une enquéte ethnobotanique réalisée aupres de 70 personnes a Nouakchott a montré que toutes les parties de
la plante sont utilisées par la population mauritanienne a des fins alimentaires, médicinales et fourrageres. Les
fruits et les feuilles restent les parties les plus utilisées.

L'analyse physico-chimique a révélé que la pulpe de fruit de B. aegyptiaca est une bonne source de sucres (33
g/100 g MS), de composés bioactifs (polyphénols, flavonoides, tannins), avec une activité antioxydante
relativement importante. Les graines sont riches en lipides (46.2 g/100 g MS) et en protéines (29.5 g/ 100 g
MS). D’autre part, 16 amorces ISSR, ont été utilisées pour évaluer la diversité génétique de B. aegyptiaca. A
partir de ces amorces, 505 bandes polymorphes ont été générées avec une moyenne de 31.5 fragments par
amorce. Les principaux parametres (PIC, MI, et RP) ont montré que les marqueurs utilisés présentent une
informativité moyenne. Le coefficient de différenciation génétique (GST) est de 0,2 ; il a été confirmé par
I'Analyse de Variance Moléculaire (AMOVA). Cette dernicre a révélé que 80% de variations génétiques sont
intra-populations et 20% entre les populations. Cette répartition de la variabilité est justifiée par a un flux de
genes élevé (Nm = 1,91). Le dendrogramme (UPGMA) basé sur le coefficient de similarité de Jaccard, PCoA
et ’analyse de la structure génétique ont divisé les sept populations en deux principaux groupes. Un des
groupes contient seulement les deux populations de la zone saharienne (Chami et Tazyazet). Ces résultats
constituent des données de base pour les programmes de conservation de cette ressource génétique négligée.
Mots-clefs : Balanites aegyptiaca, physico-chimie, activité antioxydante, diversité génétique,
conservation, Mauritanie

Abstract

The objective of this work was to estimate and compare the intra and inter-population genetic diversity of
Balanites aegyptiaca (L.) Del. in the Sahelo-Saharan regions in Mauritania, also to analyse and compare the
physicochemical composition of the fruits.

An ethnobotanical survey carried out among 70 people in Nouakchott showed that all parts of the plant are
used by the Mauritanian population for food, medicinal and fodder purposes. Fruits and leaves remain the most
used parts.

The physico-chemical analysis revealed that the fruit pulp of B. aegyptiaca is a good source of sugars (33 g/
100 g DM), of bioactive compounds (polyphenols, flavonoids, tannins), with a relatively important antioxidant
activity. The seeds are rich in lipids (46.2 g/ 100 g DM) and proteins (29.5 g/ 100 g DM). On the other hand,
16 ISSR primers were used to assess the genetic diversity of B. aegyptiaca. From these primers, 505
polymorphic bands generated with an average of 31.5 fragments per primer. The main parameters (PIC, MI,
and RP) showed that the markers used present medium informativity. The coefficient of genetic differentiation
(GST) is 0.2; it was confirmed by the Analysis of Molecular Variance (AMOV A). The latter revealed that 80%
of genetic variations are intra-populations and 20% between populations. This distribution of variability is
justified by a high gene flow (Nm = 1.91). The dendrogram (UPGMA) based on Jaccard's coefficient of
similarity, PCoA and genetic structure analysis divided the seven populations into two main groups. One of
the groups contains only the two populations of the Saharan zone (Chami and Tazyazet). These results provide
basic data for conservation programs for this neglected genetic resource.

Key Words: Balanites aegyptiaca, physico-chemistry, antioxidant activity, genetic diversity,
conservation, Mauritania
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