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Utilisation des marqueurs SSRs dans I'identification du sexe chez le palmier
dattier (Phoenix dactylifera L.).

Résumé

Le palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) est espéce dioique, caractérisée par des fleurs
unisexuées situées sur des arbres males ou femelles séparés. La dioicité a toujours été un
probleme dans la sélection des palmiers dattiers, car le sexe de la plante ne peut étre connu
qu'une fois qu'elle a atteint son stade de reproduction, qui prend 5 & 8 ans pour la premiére
floraison. Par conséquent, l'identification précoce du sexe peut améliorer le succes de la
reproduction et de I'amélioration génétique du palmier dattier. Les marqueurs microsatellites
contenant des séquences simples répétées (SSR) sont un outil précieux pour l'analyse
génétique. Dans la présente étude, 5 amorces microsatellites ont été utilisées sur 15 cultivars
de palmiers dattier locaux. Seulement 3 paires d’amorces ont été amplifiées et leurs produits
d’amplification ont ¢été révélés par électrophorése sur gel d’agarose. Les profiles
¢lectrophorétiques obtenus des trois marqueurs SSR, n’ont pas montré de traits distinctifs
entre les génotypes males et femelles. Notre étude a été donc réorientée vers une analyse de la
diversité génétique des cultivars étudiés. Les résultats montrent que les différents génotypes
présentent peu ou pas de polymorphisme avec les deux marqueurs SSR mPdCIR16,
mPdCIR32. Cependant, un total de 18 alléles a été identifié avec le marqueur mPdCIR70 avec
un taux de polymorphisme de 90%. L’analyse UPGMA qui a montré une structure génétique
conservée pour les trois genotypes males et les deux génotypes femelles GHE et TINA,
suggere que ces pollinisateurs males pourraient étre nommés comme le type femelle de ces
deux cultivars. Cette approche moléculaire a permis également, d’identifier le marqueur
mPdCIR70 comme marqueur candidat dans 1’analyse de la diversité génétique des palmiers

dattiers.

Mots cleés : Palmier dattier ; Marqueurs SSR ; Diversité génétique ; Extraction d’ADN ;

Cultivars ; Sélection



Sex identification in Date Palm (Phoenix dactylifera L.) using SSRs Markers

Abstract

The date palm (Phoenix dactylifera L.) is a dioic species, characterized by unisexual flowers
on distinct male or female trees. Dioicity has always been a problem in the selection of date
palms, as the sex of the plant can only be known once it has reached its reproductive stage,
which takes 5 to 8 years for the first flowering. Therefore, early sex identification can
improve breeding success and genetic enhancement of date palm. Microsatellite markers
containing simple sequence repeats (SSR) are a valuable tool for genetic analysis. In this
study, 5 microsatellite primers were used on 15 local date palm cultivars. Only 3 pairs of
primers were amplified, and their amplification products were revealed by electrophoresis on
agarose gel. The electrophoretic profiles obtained from the three SSR markers did not show
distinctive traits between male and female genotypes. Our study has therefore been reoriented
towards an analysis of the genetic diversity of the cultivars studied. The results show that the
various genotypes show little to no polymorphism with both of mPdCIR16, mPdCIR32 SSR
markers. However, a total of 18 alleles have been identified with the mPdCIR70 marker with
a 90% polymorphism rate. The UPGMA analysis, which showed a conserved genetic
structure for the three male genotypes and the two female GHE and TINA genotypes,
suggests that these male pollinators could be named as the female type of these two cultivars.
This molecular approach also enabled the mPdCIR70 marker to be identified as a candidate
marker in the analysis of the genetic diversity of date palms.

Keywords : Date palm; SSR markers; Genetic diversity ; ADN extraction ; Cultivars ;

Selection
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Introduction

Introduction générale

Le palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) est I'une des 14 especes reconnues du genre
Phoenix, lui-méme I'un des 183 genres de palmiers actuellement connus. Phoenix appartient a
la tribu des Phoeniceae, a la sous-famille des Coryphoideae et a la famille des Arecaceae
(Palmae) et a une large distribution naturelle dans 1I'Ancien Monde. 11 est 1’'une des especes
fruitiéres les plus anciennement cultivée par I’homme, domestiqué depuis 3000 ans avant J-C
en Mésopotamie (Johnson, 2011). En Algérie, cette culture occupe une place de premier rang
dans I’agriculture saharienne (emploi, sédentarisation des populations, produits) (Benziouche,
2008). Le pays figure parmi les plus importants producteurs de dattes dans le monde avec plus
de 1,15 million de tonnes de dattes par an (FAOstat ,2020).

Les palmiers dattiers sont généralement distingués entre des plantes dérivées de graines
(semis ou khalt) ; résultat de la propagation sexuee, et celles dérivées de ramifications (rejets)
retirées de cultivars femelles ou males intéressants. Les dattes de semis présentent des
caracteres hérités des deux parents et peuvent étre de sexe féminin ou masculin, le sexe étant
uniquement révélé au début de la floraison, a 5-7 ans avant I’induction des premiéres
floraisons pour connaitre le sexe des plants, ce qui constitue un frein a I'exploitation raisonnée
de ces palmiers (Johnson, 2011). En revanche, une plante dérivée d’un rejet, présentera le
méme sexe et les mémes critéres agro-morphologiques du parent désiré. Cependant, ce mode
de culture avec un nombre tres limité de ramifications (environ 10 a 15 par arbre), reste moins
efficace par rapport aux procédures de micropropagation in vitro (Bouguedoura et al., 1990),
qui elles-mémes restent trés limités et peu exploitées dans le pays. La reproduction sexuée,
reste donc le meilleur choix pour assurer la variabilité génétique des palmiers et un meilleur
rendement si elle est maitrisee.

L’identification précoce des sexes male et femelle chez le palmier dattier revét donc un
intérét primordial. En effet, le probleme majeur des pheeniciculteurs est 1'identification du
sexe des jeunes arbres afin qu'ils puissent cultiver un grand nombre darbres femelles
productifs. La biotechnologie, en tant que nouvel outil dans la sélection des palmiers dattiers,
peut étre utile pour améliorer les qualités des palmiers grace a une identification précoce du
sexe. Au cours des dernieres années, de serieux efforts ont éte déployés pour identifier les
individus méles et femelles. Des études portant sur l'utilisation d'isoenzymes et des marqueurs

moléculaires comme la RAPD et les SSRs ont été mises en ceuvre chez Phoenix dactylifera L.
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Introduction

dans le but de faciliter I’identification précoce du sexe pour les programmes d’amélioration
génétique (Atia et Adawy, 2015).

Bien que des marqueurs moléculaires aient été introduits dans plusieurs programmes
d’amélioration des plantes, peu de données sur le déterminisme du sexe sont disponibles chez
le palmier dattier, et 1’identification de marqueurs de sexe chez cette espece reste toujours
d’actualité.

Les marqueurs microsatellites se sont avérés trés utiles et constituent un outil puissant
pour I'évaluation de la diversité génétique des plantes (Elmeer et al., 2011 ; Racchi et al.,
2014), de plus, ils ont été utilisées dans beaucoup de recherches portant sur la diversité
génétique et les relations entre les cultivars de palmier dattier (Sabir et al., 2014 ; Chaouch
Khouane et al., 2020).

Dans ce contexte, nous avons tenté d'identifier des marqueurs d'ADN spécifiques au
sexe pour certains cultivars de palmier dattier par des marqueurs a ADN de type SSR. Trois
chapitres composent ce mémoire. Le premier chapitre présente une synthése bibliographique
ou des généralités sur la plante Phoenix dactylifera L. seront présentées, ainsi qu’un résumé
sur 1‘état des connaissances actuelles sur les techniques de marquage moléculaire du sexe
chez le palmier dattier. Une présentation du matériel végétal et des techniques utilisées pour
répondre a notre objectif est effectuée dans le second chapitre. Le troisiéme chapitre regroupe
l‘ensemble des résultats obtenus et leur discussion. La derniére partie du manuscrit, se

termine par une conclusion et quelques perspectives suggerées.
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I. Généralités sur le palmier dattier

1. Origine et historigue du palmier dattier
Le palmier dattier est une culture emblématique des régions chaudes et arides de

I’Afrique du Nord et du Moyen-Orient, (Figure 1). Il fait partie du genre Phoenix qui
comprend 14 especes, monocotylédones vivaces et dioiques de la famille des Arecaceae
(Barrow, 1998).

L'histoire de la domestication et de la diversification du palmier dattier est restee
une question déroutante malgré des décennies de recherche dans différentes disciplines.
L'identité de son géniteur sauvage a longtemps été inconnue et a entravé la recherche sur
ses origines (Pintaud et al., 2013). Les premiéres traces archéologiques d'exploitation et
de consommation des dattes datent du 6éme millénaire avant notre ére. Il existe des
preuves de culture du palmier dattier dans la région du Golfe depuis la fin du 4éme / début
du 3éme millénaire avant notre ére tout en semblant apparaitre plus tard en Afrique, bien
que ceux-la doivent étre confirmé par des études plus approfondies (Tengberg et al.,
2012). De nombreuses recherches portant sur la compréhension de I'histoire de la
domestication du palmier dattier ont été réalisées au cours de la derniére décennie sur la
base de la génétique et plus tard de la génomique a mesure que la séquence du génome est
devenue disponible et que des études de reséquencage ont été réalisées.

P. theophrasti

P. canariensis
tan L,

P. atlantica
=

Figure 1 : Répartition des espéces de Phoenix en Europe, en Afrique et en Asie occidentale
(Henderson, 2009)
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Les documents les plus anciens en Mésopotamie (Irak actuellement) montrent que sa
culture se pratiquait depuis 3500 ans avant J.C. Dans la méme époque, les dattiers étaient
cultivés en Irak occidental, a travers I'Arabie Saoudite et jusqu'en Afrique du Nord (Gilles,
2000). Au cours des trois derniers siécles, des dates ont été également introduites dans de
nouvelles zones de production en Australie, en Inde/ Pakistan, au Mexique, en Afrique
australe, en Amérique du Sud et aux Etats-Unis (Chao et kruger, 2007) In [Benkaidia, 2020].

Des méthodes utilisant la morphométrie géomeétrique sur les graines de dattes modernes
ont réussi a distinguer les variétés cultivées des palmiers dattiers sauvages et semblent
également prometteuses pour la détermination des échantillons archéologiques (Terral et al.,
2012). Cependant, I’ancétre sauvage du palmier dattier reste a identifier. En l'absence de
candidat définitif, différentes hypotheses ont été avancées, par exemple, que le palmier dattier
cultivé résulterait soit de la domestication d'une autre espéce Phoenix, soit de I'hybridation de
plusieurs especes différentes au sein de ce genre. Néanmoins, des analyses génétiques
récentes montrent que Phoenix dactylifera posséde profile allélique, suggérant qu'il est issu de
populations sauvages appartenant a la méme espéce (Pintaud et al., 2010).

2. Classification taxonomique
Le dattier est une monocotylédone, arborescente et diploide (2n= 36) de I’ordre des

Arecales (anciennement spadiciflore), de la famille des Aracaceas, composée d'environ 200
genres et plus de 2 500 especes. Phoenix (Coryphoideae phoeniceae) est I'un des genres avec
environ 14 espéces (tableau 1), qui sont originaires des régions tropicales ou subtropicales du
sud de I'Asie ou de I'Afrique, y compris Phoenix dactylifera L (Siddiq et al., 2013 ; Eoin,
2016).

La position systématique actuelle de Phoenix dactylifera L, basée sur des données
récentes de I'International Code of Botanical Nomenclature est la suivante (Hendreson, 1999 ;
Dransfield, 2008) :
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Embranchement : Angiospermes
Classe : Monocotylédones

Ordre : Principes

Famille : Arécacées

Sous-famille : Coryphoidées

Tribu : Phoenicées

Genre : Phoenix

Espéce : Phoenix dactylifera L.

Tableau 1 : Espéces du genre Phoenix avec leur nom locale et répartition géographique (Al-Alawi et al.,

2017)

Especes

Nom local

Distribution géographique

Phoenix acaulis

Palmier dattier sans tige

Bhoutan, Népal, Inde du Nord

Phoenix andamanensis

Palmier dattier de I'ile
d'Andaman

Birmanie

Phoenix atlantique

Tle du Cap-Vert

Tles du Cap-Vert

Phoenix cespiteuse

Palmier dattier

Djibouti, Oman, Arabie
Saoudite,
Somalie, Yémen

Phoenix canariensis

Palmier dattier des Canaries

Australie, Bermudes, Tles
Canaries, ltalie, Espagne

Pheenix dactylifera L.

Palmier dattier

Péninsule arabique, Australie,
Californie, Chine, El Salvador,
Fidji,

Iran, Inde, Maurice, Afrique du
Nord et de I'Ouest, Pakistan,
Espagne

Phoenix loureiroi

Palmier dattier des montagnes

Chine, Himalaya, Inde,
Indochine, Philippines

Phoenix paludosa

Palmier dattier de mangrove

Andaman, Inde, Indochine,
Sumatra

Phoenix pusilla

Palmier dattier de Ceylan

Inde, Sri-Lanka

Phoenix allongé

Palmier dattier du Sénégal

Afrique, péninsule arabique,
Comores, Madagascar

Phoenix roebelenii

Palmier dattier pygmée

Chine (Yunnan) & Indochine du
Nord

Phoenix rupicole

Palmier dattier des falaises

Tles Andaman, Bhoutan, Inde

Phoenix sylvestre

Palmier dattier indien

Sous-continent indien,
Myanmar,
Sud de la Chine

Pheonix Théophraste

Palmier dattier crétois

Tles grecques, Turquie
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3. Répartition et importance du dattier dans le monde et en Algérie
3.1. Dans le monde

L'aire de répartition eécologique de Phoenix est large, certaines espéces poussant dans
des endroits constamment humides (comme P. roebelenii) et dautres dans des maquis secs
(par exemple P. caespitosa ou P. loureiroi), parfois méme dans des sols salés (P. paludosa
poussant dans les marécages cotiers). Indépendamment du degré d'aridité ou de salinité de
leur habitat, il semble que toutes les especes aient besoin d'eau souterraine pour fournir de
I'hnumidité autour des racines (Barrow, 1998).

D’apres Ben Abes (2011), le palmier dattier existe dans les cinq continents, il est cultivé
intensivement dans les zones arides et semi arides de I’ Afrique et est considéré comme 1'une
des principales cultures fruitiéres dans le monde arabo-musulman du Moyen Orient (Gros-
Balthazard et al., 2013). Il est cultivé également en Espagne, qui est le seul pays européen
producteur de datte principalement dans la célébre palmeraie d’Elche (Toutain, 1996) et en
faibles intensités au Mexique, I’ Argentique et 1’ Australie.

Les humains ont disséminé de nombreuses especes a l'intérieur et a I'extérieur de leur
aire de répartition naturelle. Plusieurs espéces de Phoenix peuvent étre trouvées dans les
palmeraies de la riviere francaise et italienne, d’autres, comme la variété algérienne "Deglet
Nour™ ont été introduites en Amérique durant les années 1911-1922, en particulier aux Etats-
Unis ou le département de l'agriculture de I’U.S a mené des programmes de sélection
(Krueger, 2015).

I n nn
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Figure 2: Répartition géographique et culture du palmier dattier dans le monde (FAOstat, 2020)
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Selon I'Organisation des Nations Unies pour l'alimentation et I'agriculture (FAO, 2020),

la superficie cultivée en palmier dattier dans le monde est estimée a 1,2 millions ha répartie

dans plus de 30 pays. L'analyse de la répartition régionale indique qu'environ 60 millions de

palmiers dattiers se trouvent en Asie (I’Arabie saoudite, Bahrein, les Emirates arabes unis,

Iran, Irag, Koweit, Oman, Pakistan, Turkménistan et Yeémen) et environ 32,5 millions d'arbres
se trouvent en Afrique (Shafik et al., 2018). Ces effectifs ont produit 9,454,213 tonnes de
dattes en 2020 au niveau mondial dont 56,3% sont produites par 1’Asie (Figure 3-A). Les

statistiques actuelles indiquent que I’Egypte occupe la premiére place quant a la production de

dattes suivie de I’Arabie Saoudite puis 1’Iran (Figure 3-B). L’ Algérie se trouve actuellement

en 4éme rang mondial avec une production estimée a 1, 151,909 tonnes (FAOstat, 2020).

2020

Europe
0.2% \

Asie
56.3 %

Amériques
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Figure 3 : Production de dattes dans le monde (FAOstat, 2020). (A) : Part de la production de

dattes par région, (B) : les dix principaux producteurs de dattes

Page 7



Synthése bibliographique

3.2. En Algérie

Avec 18,6 millions palmiers dattiers éparpillés sur une surface globale de 170500 ha et
une production de plus de 1,15 million de tonnes de dattes par an, 1’Algérie figure parmi les
grands pays a fort potentiel phoenicicole (FAOstat, 2020).

Actuellement, la culture des palmiers dattiers dans les oasis occupe les régions situees
au sud des montagnes de I'Atlas saharien. Elle commence a la frontiére marocaine, a I'ouest, et
se termine a 1’est de la frontiére est tuniso-libyenne. Du nord au sud de I'Algérie, elle s'étend
des contreforts du sud de I'Atlas saharien a Reggane a I'ouest, Tamanrasset au centre et Djanet
a l'est (Figure 4) (Bouguedoura et al., 2015).

Compte tenu de la géographie de I'Algérie, il est possible de décrire plusieurs régions de
culture du palmier dattier (Fadlaoui, 2017) :

(@) Dans les contreforts des montagnes de I'Atlas (Ksour Ouled Nail, les Zibans et
Aures), il existe une chaine d'oasis qui marque la porte d'entrée du Sahara.

(b) A l'est, les Zibans (Biskra), Oued Ghir, Oued Souf (ElI Oued), et le bassin de
Ouargla notamment avec le cultivar Deglet Noor a haute valeur commerciale.

(c) A l'ouest, Saoura (Beni Abbes), le Touat (Adrar), le Gourara (Timimoun) et le
Tidikelt (Reggane) ou les palmeraies comprennent des cultivars de qualité commerciale
relativement faible. C'est dans cette zone que le seul cultivar véritablement résistant au
bayoud, « Tagerbucht», existe.

(d) Au centre. El Golea, le M’zab (Ghardaia) et Laghouat.

Selon (Hannachi et al, 1998), les palmeraies du sud-ouest renferment une diversité trés
appréciable et c’est justement cette diversité qui leur a permis de rester productives malgré le
fléau du Bayoud (Fusarium oxysporium). Une cinquantaine de cultivars se retrouvent dans
deux ou trois régions mais la majorité des cultivars reste endémique a leur région ou a leur

zone d’origine.
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MOROCCO

Figure 4: Carte de I'Algérie indiquant les différentes zones de culture du palmier dattier
(Bouguedoura et al., 2015)

Le fruit du palmier dattier peut étre consommé frais ou séché ou transformé en une
grande variété de produits tels que du sirop ou de la pate. Le fruit sucré joue un réle de
premier plan dans les sociétés nomades des régions désertiques et est fermement ancré dans la
culture arabe (Gros-Balthazard et al., 2018). Le palmier dattier est également une espece clé
des agrosystemes oasiens car pratiquement chaque partie de la plante trouve un usage
particulier dans la vie quotidienne : le stipe (ou tronc) est utilisé pour la construction, les
feuilles pour la vannerie, et surtout, le palmier dattier offre un microclimat favorable a la
culture d’autres cultures dans un environnement par ailleurs tres rude (Tengberg, 2012).

En Algérie, chaque palmeraie posséde une composition variétale qui lui est propre,
résultant d'une sélection locale au sein d'un oasis déterminé. L'inventaire variétal a identifié
plus de 1100 cultivars (Allam et al., 2021) dont les plus importants sont « Deglet Nour »,
variété commerciale par excellence, considérée comme étant la meilleure variété de datte du
fait de son aspect, son onctuosité et sa saveur et les variétés « Ghars », « Degla Beida » et «
Meche-Degla » qu’on appelle les variétés communes qui sont de moindre importance

économique par rapport a Deglet nour (Benziouche, 2017).

Page 9



Synthése bibliographique

4. La botanique du palmier dattier
Phoenix dactylifera est une plante angiosperme monocotylédonaire, dioique, diploide,
classée selon le modele de Corner, elle est généralement caractérisée par un seul axe végétatif
a croissance apicale et continue (développement monopodial) (Bouguedoura, 1979) In
[Mimoun, 2014]. Ses caractéristiques dépendent du milieu, de I'dge et des conditions
culturales.
On distingue 3 parties : un systéme racinaire, un organe végétatif composé du tronc et

de feuilles et un organe reproductif composé d'inflorescences méles ou femelles (Figure 5).
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Figure 5 : Figure schématique des différentes parties d’un palmier dattier adulte (Munier, 1973)
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4.1. L’appareil végétatif
4.1.1. Letronc

Le tronc, qu'on appelle plus justement « stipe » est de forme cylindrique, c'est-a-dire
d'un méme diamétre de bas en haut, sauf a la base, ou I'on trouve les racines respiratoires
(Peyron, 2000). Lignifié, de couleur marron brun et généralement monopodique, le stipe est
recouvert a sa base par des palmes coupées qu’on appelle « cornaf » (Belaroussi, 2019).

L’¢longation annuelle du stipe est d’environ 20 a 30 cm, Il ne se ramifie pas, mais le
développement des gourmands ou des rejets peut donner naissance a des pseudo-ramifications
(Bouguedoura, 1979) In [Bedjaoui, 2019]. Selon les facteurs écologiques, la langueur du stipe

peut dépasser les 20 metres et son diamétre de 40 a 90 cm (Guettouchi, 2017).

4.1.2. Les palmes
La palme, en arabe « djerid », est une feuille composee, pennée avec une forme et une

structure tres caractéristique. L’ensemble des palmes vertes forme la couronne du palmier. On
dénombre de 50 a 200 palmes chez un arbre adulte (Peyron, 2000). La palme peut atteindre
une longueur de 6m (Khenfar, 2004) In [Benkaidia, 2020]. Elle est composée des pennés
formées des folioles, des épines, d’un rachis et d’un pétiole (Figure 7-A).

Les palmes adultes demeurent actives durant trois a sept ans selon la variété et le mode
cultural (Peyron, 2000). Elles se desséchent aprés et tombent en laissant sur le tronc une
cicatrice correspondant aux bases pétiolaires, qui servent de protection et d’escalier pour

grimper sur le palmier lors de la pollinisation ou de la récolte. (Meraneh, 2010).

4.2. Le systéme racinaire
Les racines se développent entre 12 et 20 m de profondeur, et peuvent s’étendre

latéralement a plus de 7 m (ElI-Houmaizi, 2002) dont le diamétre ne dépasse pas 1,5 cm et qui
émergent partiellement au-dessus du niveau du sol a une hauteur allant jusqu'a 50 cm de la
base du tronc.

Selon Munier (1973) et plusieurs auteurs, le systéme racinaire est subdivisé en fonction
de la profondeur, sans description des ramifications, en trois zones d’enracinement dont
I’extension est variable en fonction de la nature du sol, du mode de culture, de la profondeur
du niveau aquifére, du cultivar et de I’origine du sujet comme suit (Figure 7-B) :

a. Racines respiratoires : de 0 a 20 cm méme jusqu'a 150 cm au-dessous du sol.

Elles permettent des échanges gazeux avec I’air de I’atmosphére du sol.
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b. Racines de nutrition : de 20 a 100 cm, formant la partie la plus importante du

systeme racinaire.

c. Racines d'absorption : sont les plus longues pouvant atteindre 17 m a la

recherche de 1’eau.

4.3 L’appareil de reproduction

4.3.1. Les inflorescences (spathes)

Tous les Phoenix, et donc le palmier dattier, sont des arbres dioiques. Les sexes étant

séparés, sont portées par des individus différents (Peyron, 2000). Le palmier dattier

commence a fleurir aprés une longue phase juvenile, entre 5 et 8 ans apres la germination des

graines dans des conditions de culture favorables. La floraison est généralement annuelle et

dure durant toute la vie de la plante. (Merrah, 2010). Les spathes ont une forme allongée pour

les femelles, plus courte et renflée pour les males avec une légere dépression en haut (Figure

7-C) (Munier, 1973) In [Hamzaoui, 2021], elles sont de couleur vert-jaunatre et sont formées

a partir de bourgeons développés a l'aisselle des palmes (Yahiaoui, 2016).

Seuls les arbres femelles produisent des fruits mais un seul arbre méle suffit & produire

du pollen pour polliniser 40 a 50 arbres femelles, par conséquent il faut attendre la floraison

pour reconnaitre les pieds males des femelles (Sane, 2007).

/\'— sépale

pétale

' ‘ 3 carpelles

pistillodes

‘ 0 ' 6 étamines
' staminodes

MALE

Figure 6 : Diagramme florale des fleurs du palmier dattier (Meraneh, 2010)
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Figure 7 : (A) : Schéma d'une palme, (B) : Les différents niveaux du systéme racinaire chez le dattier, (C)
: Inflorescence male et femelle du dattier, (D) : Morphologie et anatomie du fruit et de la graine du
palmier dattier (d'aprés Munier, 1973)
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4.3.2. Le fruit
La datte est le fruit du palmier dattier, généralement de forme allongée, ou arrondie.

C’est une baie contenant une seule graine vulgairement composée d’un fin épicarpe
protégeant le mésocarpe charnu et d’un endocarpe formé d’une membrane fine enveloppant la
graine. Cette derniere est appelée noyau (Figure 7-D). Les dimensions de la datte sont trés
variables, de 2 a 8 cm de longueur et d’un poids de 2 a 8 grammes selon les variétés (Seghir et
Ghenaim, 2020).

5. Le cycle de développement du palmier dattier
Le cycle de développement de la datte passe généralement par quatre phases

(Belguedj, 2002) :

e Phase jeune : Depuis la plantation jusqu’aux premiéres productions. Cette phase dure
entre 5 a 7 années, selon le milieu et les soins apportés a la culture ;

e Phase juvénile : période d'entrée en production. Elle se situe autour de 30 ans d’age
du palmier ;

e Phase adulte : Autour de 60 ans d’age, début de décroissance de la production en
particulier quand les conditions de culture sont médiocres ;

¢ Phase de sénescence : 80 ans et plus. Caractérisée par une chute de la production.

Le palmier dattier passe par un repos végétatif en hiver, ou la croissance de tous les
organes est arrétée sauf les inflorescences qui se trouvent en cours de formation. La reprise de
végeétation a lieu au printemps lorsque la température du sol dépasse les 12° C. (Guettouchi,
2017). Dans le tableau 02, nous présentons le cycle végétatif annuel du palmier dattier.

Tableau 2: Cycle végétatif annuel du palmier dattier (Belguedj, 2002)

Stade et période

Apparition des spathes

Croissance des spathes

Ouverture des spathes

Nouaison

Grossissement des fruits

Prématuration (Bser)

Maturation (Tmer)

Récolte

Repos végétatif
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6. Méthodes de multiplication du dattier
La pérennité du palmier dattier peut étre assurée par trois méthodes de multiplication :

le semis des graines, le semis des rejets et la micro-propagation.

6.1. Multiplication par semis des graines (noyaux)
La multiplication par semis est le mode de propagation du dattier le plus anciennement

pratiqué par les pheeniciculteurs (Sane, 2007). Cette méthode de production est une technique
peu consommatrice du temps, facile a concevoir, necessitant peu de matériel et d’effort
physique (Adwa, 2021). Les phceniciculteurs ont besoin de 2 a 3 pieds males pour 100 pieds
femelles.

Cette technique de multiplication est utilisée dans les programmes d’amélioration
génétique, par croisement des descendances, afin d’obtenir de nouveaux cultivars qui peuvent
se révéler d’excellente qualité (Mimoun, 2014), en se basant sur les caracteres
morphologiques et agronomiques (Sedra, 2003).

Toutefois, le palmier dattier est une espece dioique et ce caractere entraine une tres forte
hétérozygotie de la descendance. De plus, une population issue de graines est composée de
50% de pieds males et 50% de pieds femelles (Sane, 2007) et la distinction de sexe n’apparait
qu’a partir de la cinquieme ou la huitieme année de semis. Bien que cette reproduction sexuée
soit source de diversité génétique, les caractéres agronomiques (qualité et quantité des dattes,
période de floraison, récolte, etc.) des plants femelles issus de semis s’avére différentes voire

inférieurs a ceux du pied mere (Meraneh, 2010).

6.2. Multiplication par plantation des rejets ou ‘djebbars ou rkebs’
Traditionnellement, la propagation végétative du palmier dattier se fait grace aux rejets

(appelé en arabe Djebbar) se développant a la base du stipe ou sur le bulbe, a partir des
bourgeons axillaires (Toutain et Rhiss, 1973) In [Sane, 2007].

Le nombre de rejets par arbre varie d’un cultivar a 1’autre (de 1 a 30). L’arbre Peut
produire de 0 a 3 rejets par an, en général pas plus de 10 a 40 pendant son cycle de vie, ceci
est en fonction des cultivars et des conditions environnementales (Bouguedoura, 1991).

Le dattier produit également ce que 1’on appelle communément des « gourmands », qui
sont des petits rejets aériens non racinés situés loin du sol. Ces gourmands peuvent étre aussi
utilisés de la méme fagon que les rejets mais il semble d’apres certains travaux que la
rhizogenese soit difficile a provoquer, par conséquent le taux de reprise n’est pas élevé

(Toutain, 1970) In [Hannachi, 2012].
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C’est la méthode de propagation la plus stable et la plus efficace, utilisée pour constituer
de nouvelles plantations pour la rénovation d’anciennes palmeraies (Guettouchi, 2017). Elle
permet une conservation des caractéres génétiques du pied mere.et assure une homogénéité du

sexe, de la variété, de la vigueur et de la qualité des fruits (Meraneh, 2010).

6.3. Multiplication par culture des tissus in vitro
Pour contourner les faiblesses des techniques traditionnelles de reproduction (faible

nombre de rejets, transfert de maladies,...) et pour mieux répondre & la demande croissante en
plants, le recours aux méthodes de multiplication végétative in vitro demeure la seule
alternative permettant la multiplication en masse et la diffusion rapide des cultivars aux
pheeniciculteurs. (Meraneh, 2010). 1l y a deux techniques de propagation qui sont
I’embryogeneése somatique qui utilise la différenciation cellulaire pour la formation
d’embryons a partir de cellules somatiques et 1’organogenése de bourgeons qui repose sur les
capacités de bourgeonnement de plusieurs types d’explants (Bouguedoura, 1991). Ces
techniques permettent la production massive en garantissant I’authenticité du cultivar et la
santé végétale. Cette approche favorise ’extension et la création des nouvelles palmeraies

(Adwa, 2021).

7. Le génome de Phoenix dactylifera
Le séquencage du genome du palmier dattier peut fournir des informations sur les

mécanismes qui sous-tendent le développement des fruits, la détermination du sexe, la
résistance aux insectes, la résistance a la sécheresse et d'autres processus biologiques
importants au niveau phénotypique. Le génome peut également faire progresser nos
connaissances sur I'évolution de la famille des palmiers (Arecaceae) (Zhang et al. 2011).

Le premier projet de séquencage du génome du palmier dattier a été publié en 2011 (Al-
Dous et al., 2011) par une équipe de Cornell-Qatar qui a constitué une avancée majeure dans
la genomique et la genétique du palmier dattier. Cette équipe a tenté de sequencer I'intégralité
du génome du palmier dattier a I'aide d'un séquenceur Solexa (illuminé) basé sur une méthode
de fusil de chasse et a réussi a caractériser un assemblage du génome a une taille d'environ
550 Mbp.

Des efforts concertés ont été déployés par la suite, pour étudier la génomique des
palmiers dattiers et ont pu fournir des données clés et permis de nouvelles analyses génétiques
pouvant servir de base aux futurs travaux d'amélioration agronomique et fournir des indices

sur la domestication et diversification des cultures arborées pérennes (Capote et al., 2021).
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Il a eté rapporté que le palmier dattier avait des niveaux de ploidie variés en raison du
travail limité et de la rareté des connaissances cytogénétiques sur cette espéce, et aussi selon
le cultivar et sa multiplication (Jatt et al., 2019). Plus tdt, en 1910, Némec a signalé que le
niveau de ploidie est de 2n = 28 chromosomes chez le palmier dattier, alors que Beal (1937) a
déclaré que le dattier avait 2n = 2x = 36 chromosomes de la méme taille. Par ailleurs, (Al-
Salih et al., 1987) ont rapporté 2n = 32, 34, 36 et 64 chromosomes chez le palmier dattier.

En 2013, une équipe saoudo-chinoise a déchiffré I’ADN du dattier, ou ils ont rapporté
un assemblage du génome d'une variété élite (Khalas), d'une taille de 605,4 Mb, couvrant plus
de 90 % du génome (~ 671 Mb) et plus de 96 % de ses genes (~ 41. 660 genes) (Al-Mssallem
et al., 2013). Cela souleve la possibilité d'une variation de la taille du génome chez les
palmiers dattiers. Cependant, une étude plus récente ; résultat d’une collaboration entre NYU
Abu Dhabi, le Khalifa Center for Genetic Engineering and Biotechnology et I'Université de
I'Arizona (NYUAD/KCGEB/U0A) a conclu a partir d'une plante male BC4 que I'espéce est
un diploide (2n = 36) avec une taille du génome de 870 a 899 Mb répartis sur 18
chromosomes (Hazzouri et al., 2019). Aujourd’hui, Le site Web : Date Palm Génome Hub,
héberge un navigateur de génome interactif et un acces a des outils supplémentaires et a des
ressources téléchargeables liées a I'assemblage male BC4 (Tiago Capote et al., 2021).

Enfin, toujours en 2019, un projet d'assemblage du génome a été mis a disposition par
I'Université de Nizwa & Oman pour la variété femelle Khanizi, les détails de I'assemblage ne
sont pas encore publiés (Tiago Capote et al. 2021).

Concernant les chromosomes sexuels, Des études cytologiques suggérent que le
chromosome Y du palmier dattier est plus petit que le X (AbdAlla et Abd El-Kawy, 2010).
Une étude a identifié au moins trois genes potentiels supposés étre impliqués dans la
détermination du sexe chez le Phoenix : CYP703, GPAT3 et LOG. L'expression différentielle
du gene LOG entre les fleurs males et femelles suggere un réle dans la suppression de la
formation des fleurs femelles chez les males, les deux autres genes, CYP703 et GPAT3 ont
des fonctions dans la formation du pollen (Tiago Capote et al., 2021).

I1. Vers la détermination du sexe chez le palmier dattier

Les plantes dioiques sont incapables de s'autopolliniser et ont donc besoin d'une
pollinisation allogame efficace pour la production des graines (Oster et Erikson 2007 ;
Schlessman et al., 2014). Elles constituent un systeme particuliérement intéressant pour

étudier la génétique et I'évolution des chromosomes sexuels. (Bekheet et Hanafy, 2011). La
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pollinisation du palmier dattier est réalisee naturellement au moyen d'insectes et du vent. Elle
est également pratiquée manuellement, assurant une variabilité génétique et une productivité
plus élevée dans les vergers commerciaux (Maryam et al., 2017).

La détermination du sexe est un élément fondamental dans le processus sélection des
plantes a reproduction sexuée. Chez le palmier dattier, le facteur limitant le plus important
dans la sélection est le temps nécessaire & la maturation des plantes, puisque le palmier
devient identifiable au sexe apres 5 a 7 ans (Shaheen, 1990). La sélection chez cette plante est
un travail de longue haleine qui nécessite une description compléte de la morphologie, de la
physiologie, de la génétique et de la morphogenése (Zango et al. 2017 ; Haider et al., 2018).

De nombreux chercheurs ont adopteé l'identification des chromosomes et I'application de
marqueurs moléculaires pour distinguer les plantes males et femelles (Naqvi et al, 2021).

1. Identification morphologique (traditionnelle)

Divers génes régissent les caractéristiques phénotypiques de la plante et peuvent étre
divisés en traits qualitatifs et quantitatifs. Auparavant, des caractérisations morphologiques
(par exemple, la hauteur de la plante, la largeur du tronc, la longueur des feuilles et des
folioles, la longueur et la largeur de la spathe) été utilisées pour vérifier la diversité de
diverses cultures ; cependant, les résultats fournis par ces marqueurs sont ambigus en raison
des effets de I'environnement et du stade de développement et ne peuvent pas étre utilisés qu'a
la maturité sexuelle (Haider et al., 2015 ; Gros-Balthazard et al., 2020).

Figure 8 : Inflorescences femelle (A) et méle (B) du palmier dattier (Source: Zaid et de Wet, 2002)
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Chez le palmier dattier, Ageez et Madboly (2011) ont cherché a savoir s'il y avait un
plus grand nombre et une plus grande longueur de nouvelles feuilles et limbes chez les arbres
maéles que chez les arbres femelles.

Auparavant, il a été également rapporté que, le foliole du tiers inférieur de la feuille est
fort et rigide chez le male par rapport aux semis femelles (Royal Botanic Gardens Kew,
1914).

Les cultivateurs de dattiers traditionnels du sud-est du Niger identifient habituellement
le sexe du palmier dattier a deux stades : graine et plantule. Les graines ayant des bouts
pointus recourbés et un aspect lisse peuvent faire germer un semis femelle ; droit avec un
aspect lisse serait un semis male. Deuxiémement, au stade de la plantule, la graine est semée
sous la natte de paille, et si la plantule pousse la natte de paille et en ressort droite, ce serait un
male. Si le semis se plie sous la natte de paille, ce serait une femelle (Zango et al., 2016).

Aucune étude scientifique ne soutient ce moyen d'identification du sexe.

2. ldentification biochimique

Avant I’emploi des méthodes moléculaires, des traits physiologiques et biochimiques
ont été utilisé dans la distinction des plantes méales et femelles chez le palmier dattier :

L’utilisation des hormones par exemple, dans l'expression sexuelle, a été étudiée en
utilisant différentes approches. Toutes les hormones végétales semblent influencer
I'expression sexuelle, mais des rbles non équivoques ne peuvent étre attribués a une seule
hormone en raison de la disparité des résultats chez les différentes espéces (Bekheet et
Hanafy, 2011). Généralement, il a été constaté que la cytokinine; I'acide indoylacétique et
I'acide abscisique sont plus élevés chez les males que chez les femelles (Bracale et al., 1990).
En conséquence, l'induction de I'organe male peut étre attribuée a une perturbation de la
régulation de I'expression des génes causée par une variation de I'équilibre hormonal qui peut
conduire & une activation inhabituelle des locus males inhibés dans la fleur femelle.

De nouvelles études de spectroscopie infrarouge et de résonance magnétique nucléaire
(RMN) couplées a une analyse chimiométrique approfondie ont été utilisées pour identifier la
différenciation sexuelle chez des palmiers immatures (Khan et al., 2021). Les résultats
suggerent que les signaux des monosaccharides (glucose et fructose) et/ou des disaccharides

(maltose et saccharose) jouent un réle clé dans la différenciation sexuelle.
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Le sucre est un élément essentiel de la séve des palmiers dattiers quel que soit le sexe
(Jagannadha Rao et al., 2009). Le sexe des plantes peut affecter la qualité de la séve, et les
palmiers dattiers méales révelent des niveaux plus élevés de teneur en sucre et en matiére seche
par rapport aux palmiers femelles.

L'estimation du sexe des lignées de dattier développées in vitro a éeté identifiee par
I'activité des enzymes (glutamate oxaloacétate et phosphatase acide) qui assurent une forte
différenciation des plantes méles et femelles (Naqvi, et al., 2021).

La comparaison entre méale et femelle avec une carte protéomique, a identifié une tache
protéique claire qui est liée au sexe chez le palmier dattier et correspond au transporteur de
cassette de liaison a I'ATP de la superfamille ABC. La protéine ABC est associée au
développement du pollen et a la fertilité masculine (Navqui et al., 2021).

L'électrophorese des isoenzymes a été longtemps utilisée pour l'identification des
clones, des hybrides et des cultivars. Aujourd’hui, elle joue un réle trés important pour la
détermination du sexe des plantes dioiques et ce depuis quelques années (Khosla et Kumari,
2015). Etant donné les formes variantes des isoenzymes, sont peu affectés par
I’environnement et sont presque des produits génétiques directs, elles fournissent d'excellents
marqueurs monogéniques, fiables et faciles a obtenir pour les plantes vivaces a longue durée
de vie (Torres et al., 1978). Le polymorphisme des isoenzymes est répandu dans de
nombreuses plantes et a été utilisé pour l'identification des cultivars et du sexe dans de
nombreuses espéces de plantes horticoles et d'arbres (Sharma et al., 2010) In [Benkaidia,
2018]. La peroxydase par exemple, s'est révélée trés utile dans la détermination du sexe, car
ce systeme enzymatique est impliqué dans le contréle hormonal du sexe dans de nombreuses
plantes dioiques telles que le kiwi (Shirkot, 2002). Par ailleurs, des études ont montré la
présence d’isoenzymes de POX chez des plantes femelles de Hippophae rhamnoides (Sharma
et al., 2010) (Figure 9) alors qu’elles étaient absentes chez les individus males. Majourhat et
al., (1999) ont noté I’abondance de certains phénotypes de POX chez les palmiers femelles
qui se distinguent par la présence d’isoformes trés anodiques. Des marqueurs biochimiques
ont été utilisés par Bekheet et al., (2008) pour différencier le sexe des palmiers dattiers et ont
rapporté que les plantes adultes femelles et les ramifications femelles présentaient un niveau
élevé d'activités de peroxydase. Des zymogrammes d'estérases ont été étudiés dans des
extraits de feuilles de palmiers pour déterminer les différences entre les sexes (Suganuma,
1984).
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Figure 9 : Profil d'isozymes de peroxydase dans cing génotypes males et cing femelles de H. rhamnoides L.
(Sharma et al., 2010)

3. Identification chromosomique

Les systemes de chromosomes sexuels ont émergé a plusieurs reprises au cours de
I’évolution des plantes a fleurs (Charlesworth, 2002). Les systémes de détermination du sexe
basés sur les chromosomes sexuels hétéromorphes X et Y sont particulierement intéressants a
étudier d'un point de vue développemental et évolutif. (Bekheet et Hanafy, 2011).
L’haplotype femelle porterait un allele récessif de stérilité male, alors que le chromosome
déterminant le sexe male serait dominant et porterait des alléles de stérilité femelle.

Chez les especes dioiques, la présence de chromosomes sexuels (allosomes X/Y) est
également impliquée pour déterminer le dimorphisme sexuel (Honys et Twell 2004). A cet
effet, des cellules totipotentes (grains de pollen ou bouts de racine) sont utilisée, la colchicine
est utilisée pour arréter leur multiplication a la métaphase de la méiose ou de la mitose et
observée au microscope aprés coloration avec un colorant spécifique (Khosla et Kumari
2015). Cepandant, le palmier dattier est un matériel cytogénétiquement récalcitrant, ayant de
minuscules et collants chromosomes (Soliman and Al-Mayah, 1978). La coloration classique
au Giemsa (C banding) ne permet pas de différencier les individus males des individus
femelles (Marks, 1975). En conséquence, les chercheurs ont fait appel aux colorants
fluorescents.

En effet, la méthode cytogénétique basée sur la coloration a la chromomycine A3, qui
met en évidence la présence de chromosomes sexuels porteurs d'hétérochromatine nucléaire

distinctive, a été décrite chez le palmier dattier et a permis pour la premiére fois, la possibilité
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d'identifier des individus males et femelles par simple analyse des méristemes racinaires
(Siljak-Yakovlev et al., 1996). La chromomycine A3 a été utilisée pour colorer les
chromosomes racinaires, identifiant ainsi les différences subtiles entre I'nétérochromatine des

chromosomes isolés des cellules males et femelles (Figure 10).

Figure 10 : Plagues de métaphase et d'interphase montrant des combinaisons fluorescentes de
chromomycine XX et XY chez Phoenix dactylifera : Deux chromosomes homomorphes (A) ou
chromocentres (C) sont apparus sur les plantes femelles, et une paire de chromosomes (Source : Siljak-
Yakovlev et al., 1996)

Des techniques telles que I'hybridation in situ (ISH), I'hybridation fluorescente in situ
(FISH), la détection concomitante d'oncoprotéines (CODFISH) et le caryotypage spectral
(SKY) sont appliquées pour identifier les chromosomes et les aberrations chromosomiques ;
par conséquent, l'identification du sexe dans les semis peut étre élaborée a l'aide de ces
techniques (Al-Ani et al., 2010).

La discrimination sexuelle des palmiers basée sur I'hybridation fluorescente in situ
(FISH) a été testée chez le palmier dattier par Adawy et al., (2015), qui ont hybridé des
séquences de sondes complémentaires pour visualiser les séquences d’ADN identifiées de
préparations cellulaires. La cartographie physique des chromosomes végétaux avec des
marqueurs utiles tels que les génes de I'ADN ribosomal (ADNTr 45S et 5S) est pratiquée pour
déterminer le sexe du palmier dattier et étudier I'organisation génomique (Adawy et al.,
2015).
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4. ldentification moléculaire

La plupart des études sur la caractérisation des palmiers, la détection des génes, la
variation et la mutation génétique se sont concentrées sur la variation du nombre de
chromosomes et de la diversité biochimique. Malgré I'augmentation des efforts de recherche
sur le nombre d'especes vegétales différentes, il y a relativement peu d'informations
disponibles sur la base moléculaire de la détermination du sexe (Bekheet et Hanafy, 2011).

Le développement de marqueurs moléculaires est porteur de nombreuses promesses
pour les sélectionneurs et les phytogénéticiens dans différents domaines ; dans l'identification
variétale ou les empreintes digitales, I'estimation de la parenté entre différents génotypes, le
discernement des relations évolutives et plus récemment, dans le déterminisme sexuel des
plantes males et femelles.

Ces différents ADN ou variants génétiques sont appelés alleles. Parmi tous les
marqueurs moléculaires, les marqueurs a ADN s'avérent plus adaptés et omniprésents pour la
plupart des organismes vivants (Khosla et Kumari, 2015). lls sont répartis sur tout le génome,
peuvent étre détectés a n'importe quel stade de développement et ne sont pas influencés par la
saison et I'environnement.

Un marqueur génétique peut étre défini comme une séquence d'ADN avec un
emplacement identifiable sur un chromosome (Jonah et al., 2011). Il peut s'agir d'une longue
séquence répétée, telle que les minisatellites, ou courte, comme une séquence présentant un
changement d’une seule paire de bases (polymorphisme d'un seul nucléotide ; SNP). Un
marqueur efficace doit garantir la reproductibilité et il doit étre facile a détecter.

Différents types de marqueurs moléculaires qui ont été utilisés pour évaluer le
polymorphisme de I'ADN, sont généralement classés en tant que marqueurs basés sur
I'nybridation (comme les RFLP) et marqueurs basés sur la réaction en chaine de la polymérase
(RAPD, AFLP, SSR, ISSR, etc.) (Khosla et Kumari, 2015).
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Tableau 3 : Comparaison des principales caractéristiques des marqueurs moléculaires les plus
couramment utilisés (Nadeem et al., 2018)

Caractéristiques RFLP RAPD AFLP ISSR SSR SNP
Co- Co- Dominant Dominant Dominant  Co- Co-
dominant/dominant  dominant dominant dominant
Reproductibilité Elevée Elevée Intermédiaire Moyenne- Elevée Elevee
élevée
Degré de Moyen Trés Eleve Elevé Eleve Eleve
polymorphisme élevée
Qualité d’ADN Elevée Elevée Elevée Faible Faible Elevée
requise
Quantité d’ADN Elevée Moyenne  Faible Faible Faible Faible
requise
Indice de marqueur  Faible Elevé Moyen Moyen Moyen Elevé
Abondance dans le Elevée Tres Trés Elevée  Moyenne  Moyenne  Tres
génome Elevée Elevée
Codt Elevée Bas Elevée Elevée Elevée Variable
Séquengage Oui Non Non Non Oui Oui
Statut Ancienne Ancienne  Ancienne Actuelle  Actuelle  Actuelle
Exigence PCR Non Oui Oui Oui Oui Oui
Visualisation Radioactive Gel Gel Gel Gel VISTA-
d’agarose  d’agarose d’agarose d’agarose SNP
ADN requis (ng) 10000 20 500-1000 50 50 50

Chez le palmier dattier, ces marqueurs moléculaires ont été utilisés pour différencier
génétiquement des cultivars, analyser la diversité genétique et les relations génetiques, et
différencier les pieds males des pieds femelles (Naqvi et al., 2021).

Les marqueurs microsatellites se sont avérés tres utiles et constituent un outil puissant et
important pour I'évaluation de la diversité génétique des plantes (Billotte et al., 2004; Racchi
et al., 2014). lls sont plus recommandés sur la discrimination entre les accessions en raison de
leur degré de polymorphisme élevé, de leur hérédité codominante, de leur reproductibilité
élevée, de leur nature multiallélique, de leur abondance relative et de leur couverture

génomique étendue (Kalia et al., 2011).
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Les microsatellites ou répétitions de séquences simples (SSR) consistent en un nombre
variable d'unités répétées en tandem de 1 a 6 pb chacune et représentent une classe d'ADN
répétitif communément trouvé dans les génomes eucaryotes et procaryotes (Hancock, 1999).
Ce degré éleve de polymorphisme est le résultat d'un taux de mutation élevé (de 10-6 a 10-2
mutations par site par génération (Schlotterer, 2000)) et est attribué a des événements
d'insertion et de suppression lors de la réplication de I'ADN. En raison du degré élevé de
polymorphisme dans la taille des marqueurs, ils sont codominants.

Genotypes alleles (GA)n dinucleotide repeat

Forward primer ’ Reverse primer

Genotype 1= (GA)s GA GA GA GA GA GA GAGA

-

Genotype 2 = (GA)10 Forward primer " GAGA GA GA GA GA GA GAGAGAREVGI’SE primer

“

Forward primer Reverse primer

Genotype 3 = (GA)u GA GA GA GA GA GA GAGAGA GAGAGA GAGA -

G1(GA)s G2(GA)io G3(GA)is

Figure 11 : Principe des SSR ou microsatellites basé sur un motif (GA)n dans trois genotypes différents
(Mourad et al., 2019)

Des microsatellites ont été développés et utilisés comme étiquettes moléculaires pour
des traits agronomiques clés notamment le sexe, mais aussi pour évaluer la diversité génétique
et les relations phylogénétiques de matériel génétique pour un large éventail d'especes
vegétales, y compris le palmier dattier (Elmeer et Mattat, 2012 ; Cherif et al., 2013 ; Maryam
et al., 2016 et Awan et al., 2017). Par exemple, la détermination selon laquelle les palmiers
dattiers du Moyen-Orient et d'Afrique du Nord sont génétiqguement différenciés est le résultat
d'études portant sur des marqueurs SSR (Arabnezhad et al., 2012 ; Zehdi-Azouzi et al., 2015).

Akkak et ses collaborateurs (2009), ont utiliseé pour leur étude, des cultivars de palmiers
algériens afin de caractériser et évaluer des locus microsatellites sélectionnés. Une autre étude
menée par Hussein en 2015 sur des palmiers dattiers égyptiens, a démontré un niveau de
polymorphisme de 100 % avec 6 marqueurs spécifiques aux pieds males et 4 marqueurs

spécifiques aux pieds femelles. Ce travail est I'un des premiers rapports pour I'étude de la

Page 25



Synthése bibliographique

détermination génétique du sexe chez des cultivars de palmier dattier utilisant des analyses
SSR (Benkaidia, 2018).

Des travaux recents de Chaouch Khouane et al., (2020), portés sur 1’identification de
marqueurs SSR chez des palmiers males et femelles, suggerent des marqueurs potentiels
comme le mPdCIR35 pour sélectionner des pollinisateurs chez la variété économique Deglet
Noor. Wang et al., (2020) ont développé des marqueurs SSR liés au sexe et les ont validés

chez le palmier dattier.
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Chapitre 1. Matériels et méthodes

1. Matériel vegétal

Quinze cultivars de palmier dattier ont été utilisés dans cette étude, tous considérés
comme des palmiers adultes. Douze de ces cultivars sont des femelles et trois cultivars sont
des males (Tableau 4). Des échantillons de jeunes feuilles ont été prélevés sur des arbres de la
station INRA de la wilaya d’Adrar. Des 1’obtention des feuilles, elles ont été plongées
immédiatement dans de I’azote liquide puis congelées a -80 °C. Les travaux ont été menés au
niveau du laboratoire de Génétique, Biochimie et Biotechnologies Végétales (GBBV),

Université des Fréres Mentouri Constantine 1.

Tableau 4 : Noms et Acronymes des genotypes étudiés

Génotype Acronyme
Adam rab ) aze) ADR

i glaay BMH
Aghgres o« &1 AGH
Tegaza 8 & TEG
Tagerbucht < g S5 TAQ
Timjouher & s> as TIM

5 jsan] LEH
Timedowel Js2 asi DOW
Tinduken glsai TDK
Tinourigh ¢ s & TIR
Tinasser sal 4 TINA
Al GHE
I MALE1
S MALE2
S MALE3

2. Méthodes expérimentales

2.1. Isolement et purification de ’ADN génomique

Deux protocoles ont été utilisés :
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Protocole d’extraction 01

Le protocole de base utilisé est une modification de la méthode classique de CTAB.
L’extraction de I’ADN a été réalisée sur feuilles de palmier dattier congelées a -80 C°. Le
matériel vegétal (150 mg) a été broyé en poudre fine avec un mortier en utilisant de 1’azote
liquide. Le broyat a été ensuite transféré dans un tube Eppendorf de 2 ml puis traité avec
900ul de tampon d’extraction composé¢ de 2% (p/v) CTAB (bromure de
cétyltriméthylammonium) préchauffé, additionné de B-mercaptoéthanol (1%) qui est ajouté
juste avant utilisation sous hotte. Le mélange est ensuite bien vortexé (30 & 40 secondes par
tube) puis incubé pendant 1 heure dans un bain-marie a 65 °C. Aprés centrifugation de 15 mn
(13000 rpm a 4 °C), le surnageant été récupéré et traité a température ambiante avec un
volume égal de chloroforme et d'alcool isoamylique (24 : 1), puis soumis a une agitation de
30 min (100 a 150 rpm) sur une table d’agitation. Cette étape a été répétée deux fois sur le
surnageant afin de clarifier la phase aqueuse. 3 a 5 pl de RNase (10 mg/ml) (Qiagen) ont été
ajouté a chaque tube, suivi d’une agitation manuelle (par inversement des tubes) et une
incubation des échantillons de a 37 °C pendant 30 min. Le surnageant a été récupéré et traité
avec 2 / 3 du volume prélevé d’isopropanol conservé a -20 ° C puis soumis a une agitation
manuelle (par inversement des tubes) jusqu'a 1’apparition d’une pelote blanche. Les
échantillons ont été laissé précipiter a -20 °C pendant 5 a 10 min. Pour la séparation des
acides nucléiques, les tubes ont été centrifugés a 13 000 rpm pour 10 minutes a 4 °C. Le
surnageant a eté jeté et le culot a été lavé avec 500 pl de solution de lavage 1 (Annexe 1).
Apres incubation de 15 min a température ambiante, les tubes ont été centrifugés une seconde
fois a 13000 rpm a 4° C pendant 5 min. Le surnageant a été jeté et le culot a été lavé avec 500
pl de solution de lavage 2 (Annexe 1). Les tubes ont été ensuite incubés a une température
ambiante (pas plus de 5 min) puis centrifugés a 13000 rpm a 4° C pendant 5 min. le
surnageant obtenu a été eéliminé et le culot a été séché pendant 30 & 40 min. le culot d’ADN a
été ensuite suspendu dans 100 ul de TE (0,1X). Les échantillons d’ADN ont été stockés a 4

°C pour une utilisation ultérieure.

Protocole d’extraction 02

Le protocole utilisé est la méthode CTAB décrite par Al-Qurainy et al., (2018) :
Les feuilles de palmier dattier (200 mg) congelées a -80 C°, ont été broyees en fine poudre
avec un mortier utilisant de I'azote liquide. Les tissus en poudre obtenus ont été transférés

dans un tube d’Eppendorf de 2 ml et traités avec 800 ul de tampon d'extraction préchauffé et
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10 pl de RNase A (10 mg/ml) (Qiagen). Au mélange ci-dessus, 100 ul de PVP a 3% et 8 ul de
B mercaptoéthanol ont été ajoutés, suivis d’une incubation a 65 ° C pendant 30 min avec
agitation toutes les 5 min. Le mélange a ensuite été refroidi a température ambiante et traité
avec un volume égal de chloroforme et d'alcool isoamylique (24 : 1), suivi d’une agitation de
20 min (100 a 150 rpm) sur une table d’agitation. Le mélange a été soumis a une
centrifugation a 13 000 rpm pendant 10 min & 4 °C. La suspension aqueuse supérieure claire a
été transférée dans un nouveau tube Eppendorf et traitée avec un volume égal d'isopropanol
glacé a -20 ° C pendant 1 h. Pour la séparation des acides nucléiques, les tubes ont été
centrifugés a 13 000 rpm pendant 20 min. Le surnageant a été jeté et le culot a été lavé deux
fois avec de I'éthanol froid & 70 %. Le culot d'/ADN a été séché a I’air libre pendant 30 min et
dissous dans 200 pl de tampon TE (0,1X). Les échantillons d’ADN ont été stockés a 4 °C

pour une utilisation ultérieure.

2.2. Controle de la qualité d’ADN

L’intégrit¢ des extraits d’ADN est vérifiée par migration électrophorétique sur gel
d’agarose a 0,8% dans du tampon TBE (0,5 X) (Annexe 1). La migration est effectuée dans
une cuve d’électrophorése horizontale Mupid ONE a un voltage constant (100 V) pendant 45
min. Le gel coloré auparavant au bromure d’éthidium (BET), est ensuite visualisé sous

illumination aux ultraviolets.

2.3. Analyse quantitative des ADN extraits

Les ADN purifiés sont quantifiés en déposant Iul d’échantillon sur un
spectrophotometre Nanodrop (1000 Thermo Scientific, Wilmington, USA). Pour considérer
un échantillon pur en ADN, le rapport A260nm/A280nm doit étre compris entre 1,8 et 2,0 ;
un rapport inférieur a 1,8 traduit généralement une contamination en protéines. D’apres les
résultats du contr6le au Nanodrop (Annexe 2), le degré de pureté des ADN des échantillons

est bon.

2.4. Dilution des ADN

Pour réaliser les différentes amplifications, il faut que les échantillons d’ADN aient la
méme concentration. Pour cela des dilutions ont été effectués pour une concentration finale de

40ng/ul. Les échantillons d’ADN dilués ont été conservés a -20 °C.
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2.5. Choix des marqueurs moléculaires utilisés

Apres une recherche bibliographique, notre choix c’est porté sur des marqueurs SSR
(Tableau 5) qui ont déja fait I’objet de plusieurs publications (Billote, 2004 ; Maryam et al.,
2016 ; Chaouch Khouane et al., 2020). Les marqueurs SSR proviennent, en leur grande
majorité, des banques ESTs (Expressed Sequence Tags), c'est-a-dire, que les séquences
qu’elles contiennent sont des séquences de génome exprimées et donc elles correspondent a

des séquences codantes.

Tableau 5 : Caractéristiques des marqueurs SSR utilisés

Locus Séquence des primer ™m Motif de Taille | Taille
marqueur optimale répétition attendue  des
alléles
mPdCIR010 F: ACCCCGGACGTGAGGTG 55,9 (GA)22 180 118-
R : CGTCGATCTCCTCCTTTGTCTC 161
mPdCIR016 F : AGCGGGAAATGAAAAGGTAT 51,7 (GA)14 209 130-
R : ATGAAAACGTGCCAAATGTC 138
mPdCIR032 F: CAAATCTTTGCCGTGAG 51,5 (GA)10 376 284-
R: 305
GGTGTGGAGTAATCATGTAGTAG
mPdCIR070 F: CAAGACCCAAGGCTAAC 48,7 (GA)17 265 182-
R : GGAGGTGGCTTTGTAGTAT 208
mPdCIR052 F: GAGAGAGGGTGGTGTTATT 50,4 (GA)20 375 152-
R : TTCATCCAGAACCACAGTAT 183

2.6. Amplification de ’ADN par PCR

La réaction PCR a été réalisée en utilisant 25 pl de mélange réactionnel contenant : 12,5
ul de Master Mix, 8,5 ul d’H20 up, 1 pl d’amorce F (20uM), 1 ul d’amorce R (20 uM). A ce
mélange, a été rajouté 2 ul de I’ADN génomique (40 ng).

L’amplification a été réalisée dans un thermocycleur a 96 puits (Applied Biosystem)
dans les conditions suivantes :

- Une étape de dénaturation : 5 minutes a 95°C appelée étape de pré-incubation pour
dénaturer I’ADN et activer I’enzyme.

- Une étape d’amplification de 35 cycles, avec pour chaque cycle : dénaturation 30 s &
95 °C, hybridation 1 min & Tm optimale pour chaque couple d’amorces et élongation 1 min &
72 °C.

- Une étape d’¢longation finale : 7 min a 72 °C, 1 min
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2.7. Séparation des marqueurs SSR par électrophorese

Une fois I'étape d'amplification terminée, il est nécessaire de réaliser une électrophorése
afin de visualiser vos résultats. Le tampon d’électrophorése préparé pour la migration des
ADN est composé de TBE (0,5X). La migration se fait sur gel d’agarose a 3% dans une cuve
d’électrophorése horizontale SCIE-PLAS MIDI de chez Biorad, a un voltage constant (250 V)
et un ampérage de 40 Ma pendant 4 heures. Le gel est ensuite visualisé sous illumination aux

ultraviolets.

2.8. Traitement des données et analyse statistique

La visibilité des bandes peut étre améliorée, notamment par des traitements numériques
des images réalisés avec un logiciel de traitement d'images (PhotoEditor, Paint Shop Pro,
PhotoCapt...etc). On peut jouer sur la luminosité, sur le contraste, sur l'intensité relative des
couleurs. On peut également obtenir une image en négatif souvent plus lisible.

Nos gels ont été traités avec le logiciel PhotoCapt qui, a travers I’analyse
densitométrique des intensités de chaque produit de PCR, permet de donner et estimer les
valeurs des proportions relatives des fragments d’ADN dont la taille et le poids moléculaire
PM. Le traitement de chaque gel est ensuite scoré a l'aide d'un logiciel tableur Excel, et la
présence d’une bande (1) ou I’absence (0) a été enregistrée dans une matrice binaire et
analysée par le logiciel XLSTAT 2014-Windows, basé sur le coefficient de similarité de
Jaccard. Le dendrogramme de similarité a été construit en utilisant la méthode UPGMA
(Unweighted Pair group Method using arithmetic Averages).

A partir profiles éléctrophorétiques obtenus, nous avons évalué la variabilité génétique
selon les principes avancés de Hardy-Weinberg. Pour chaque type SSR analysé chez les 15
génotypes étudiés, nous avons préconisé son déterminisme génétique en tenant compte du
nombre et du niveau de migration des bandes, de la fréquence allélique et du taux de

polymorphisme.
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1. Résultats d’extraction de ’ADN

La feuille du palmier dattier, se caractérise par la présence de fibres et de textures dures
qui rendent I'extraction de I'ADN difficile, en plus d'une forte concentration de métabolites
secondaires, tels que les polysaccharides, les protéines, les polyphénols et les tanins. Ces
composants, lorsqu'ils sont présents dans la feuille, interferent avec I'extraction de I'ADN et
donnent une faible qualité et quantité de celui-ci. Par conséquent, de nombreux chercheurs ont
travaillé sur ce point pour trouver un moyen approprié d'extraire une bonne qualité et quantité
d’ADN (Mirbahar et al., 2014).

Pour cette raison, nos premiers efforts ont porté sur la mise en point d’une technique
d’extraction capable de donner un ADN pouvant étre utilis¢é comme support pour une
éventuelle amplification par PCR.

Deux protocoles pour extraction d’ADN ont été testés :

e Protocole d’extraction d’ADN selon la méthode de CTAB modifié (protocole 01).
e Protocole de CTAB décrit par Al-Qurainy et al., (2018) (protocole 02).

Les extraits d’échantillons d’ADN obtenus aprés extraction par le protocole 01 a partir
d’une gamme de feuilles de palmier dattier, donnent un profile clair (Figure 12), mais avec de
maigres quantités allant de 30 a 224,8 ng/ul d’ADN (Annexe 2). Cependant ces
concentrations suffisent pour établir une amplification par PCR .

Les extraits d’échantillons d’ADN obtenus aprés extraction par le protocole 01 ont
données des quantités d’ADN médiocres (> 5 ng/ul). On a jugé qu’il n’était pas nécessaire
d’analyser la qualité de ces extraits sur gel d’agarose et de continuer notre démarche avec les

extraits du protocole 01.

2. Résultats de ’amplification par la technique PCR-SSR

2.1. Résultat d’amplification des marqueurs mPdCIR010 et mPdCIRS85

Le test d’amplification du marqueur mPdCIR10 a été effectué sur 15 cultivars de
palmiers dattier (Phoenix dactylifera L.). Le produit d’amplification a été analysé sur gel
d’agarose 3%, en présence du marqueur de taille 100 pb. Le résultat visualis¢ était négatif
(Figure ). Ceci peut étre expliqué soit par une détérioration d'un réactif, soit a une perturbation
au niveau de I’amplification (température d’hybridation non conforme ?). Par manque de

temps, on n’a pas pu faire d’autres tests pour vérifier ou ¢a a mal fonctionné.
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Figure 13: Profil d'amplification généré avec les deux amorces SSR (mPdCIR10) et (mPdCIRS85) sur gel
d’agarose 3%, en utilisant ' ADN génomique de plants de palmier dattier males et femelles. M : marqueur
de taille
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2.2. Résultat d’amplification des marqueurs mPdCIR016, mPdCIR32 et
mPdCIR70

Le test d’amplification des marqueurs mPdCIR16, mPdCIR32 et mPdCIR70 a été
effectué sur 15 cultivars de palmiers dattier (Phoenix dactylifera L.). Le produit
d’amplification a été analysé sur gel d’agarose 3%, en présence du marqueur de taille 100 pb
(Figures 14 et 15). Les gels ont été traités par la suite avec le logiciel PhotoCapt, pour une

meilleure visualisation des alleles (Figure 16).

ADR BMH AGHTEG TAQ TIM LEH DOW TDK TIR TINAGHE M1 M2 m3 M ADR BMH AGHTEG TAQ TIM LEH DOW TDK TIR TINAGHE M1 M2 M3 M

\—Y—) \—Y—)

mPdCIR32 mPdCIR16 +

&
%3

Figure 14 : Profil d'amplification généré avec les deux amorces SSR (mPdCIR32) et (MPdCIR16) sur gel
d’agarose 3%, en utilisant I'ADN génomique de plants de palmier dattier males et femelles. M : marqueur
de taille.

Figure 15 : Profil d'amplification généré avec ’amorce SSR (mPdCIR70) et sur gel d’agarose 3%, en
utilisant I'ADN génomique de plants de palmier dattier males et femelles. M : marqueur de taille.
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mPdCIR32 M M mPdCIR16
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Figure 16 : Profils d'amplification des trois marqueurs SSR (mPdCIR32) et (mPdCIR16) et (MPdCIR70)
traités avec le logiciel PhotoCapt. M : marqueur de taille.
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3. Analyse des profils électrophorétiques des marqueurs SSR

D’apres les profiles électrophorétiques obtenus des trois marqueurs SSR (mPdCIR16,
mPdCIR32 et mPdCIR70), il n’y pas de traits distinctifs entre les génotypes males et femelles.
Cependant un polymorphisme intra-variétal est observé pour le marqueur mPdCIR70. Nous
avons donc réorienté notre étude vers I’analyse de la diversité génétique des différents

cultivars de palmiers dattier.

3.1. Analyse du profile électrophoreétique du marqueur mPdCIR32

Le polymorphisme intra-variétal n’est pas détecté pour le marqueur mPdCIR32, la
présence d’une seule bande d’un poids moléculaire presque identique (~130 pb) (Rf =0.56)
chez les 15 génotypes de palmiers dattiers le confirme (Figure 16). Cependant, une deuxiéme
bande unique de taille ~20 pb (Rf =0.75) est observée chez le génotype TIR. Ceci peut étre le
résultat d’un exces d’amorce, ou bien un marqueur SSR de moins de 100 pb, et dans ce cas-la,
on peut parler d’un taux de polymorphisme de 50%. Des résultats similaires aux notres, ont
rapporté que le marqueur mPdCIR32 était monomorphe et a présenté seulement deux bandes
dans I’analyse de la diversité génétique de palmiers dattier (Chaouch Khouane et al., 2020).

Billote et al., (2004) ont été les premiers a établir une liste de marqueurs SSR chez
Phoenix dactylifera. Ces auteurs ont proposé ces marqueurs dont le mPdCIR16, le mPdCIR32
et le mPdCIR70 pour l'identification des cultivars, I'analyse des pedigrees, la diversité du
germoplasme ainsi que les études de cartographie génétique.

Plusieurs études ont testé le marqueur SSR (mPdCIR32) dans 1’analyse de la variabilité
génétique et I’identification du sexe chez le palmier dattier (Elmeer et Mattat, 2015 ; Maryam
et al., 2016 ; Awan et al., 2017), mais peu de travaux confirment 1’état polymorphe de ce

dernier.

3.2. Analyse du profile électrophorétique du marqueur mPdCIR16

Le polymorphisme intra-variétal n’est pas détecté pour le marqueur mPdCIR16, la
présence d’une seule bande d’un poids moléculaire presque identique (~300 pb) (Rf =0.39)
chez les 15 génotypes de palmiers dattiers le confirme (Figure 16). Cependant, un
polymorphisme peut étre suspecté par la présence d’une bande unique de 26 pb (Rf =0.72)
chez la variété LEH, ce qui induit un polymorphisme de 50%. Plusieurs travaux similaires ont

rapporté le caractere monomorphe du marqueur mPdCIR16 (Bodian et al., 2014 ; Chaouch
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Khouane et al., 2020). ). Néanmoins, son utilisation est toujours d’actualité dans les études de

la diversité genétique.
3.3. Analyse du profile électrophorétique du marqueur mPdCIR70

Un total de 18 alleles avec un polymorphisme bien visible entre les 15 cultivars de
palmiers dattiers. Le nombre d’alléles amplifiés varie d’un génotype a un autre. La taille des
bandes varie entre 14 pb chez les deux variétes AGH et TIR et 720 pb chez les variétés TIR,
GHE et MALE2 et la fréquence allélique varie entre 0,1 chez le génotype BMH et 0.4 chez
les génotypes MALE 1 et MALE 2, avec un taux de polymorphisme de 90% (Figure 16).

Une bande commune de (Rf=0.3) a été généré par tous les génotypes étudiés. Pour une
meilleure interprétation, les résultats ont été convertis en dendrogramme de similarité en
utilisant la méthode UPGMA (Figure 17).

Dendrogramme
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Figure 17 : Dendrogramme de similarité (utilisant la méthode UPGMA) basé sur les profile
électrophorétique du marqueur SSR mPdCIR70 des 15 génotypes de palmiers dattiers
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Tableau 6 : Matrice de similarité génétique pour le marqueur SSR mPdCIR70 basée sur le coefficient de
Jaccard entre les différents génotypes étudiés.

ADR BMH AGH TEG TAQ TIM LEH DOW TDK TIR TINA GHE Male 1 Male 2 Male 3
ADR 1 0,4000 0,2500 0,6667 0,5000 0,6667 0,5714 0,1667 0,2500 0,1000 0,2500 0,2222 0,3333 0,3333 0,4286
BMH 0,4000 1 0,4000 0,1667 0,1250 0,1667 0,3333 0,3333 0,1667 0,1429 0,4000 0,3333 0,2857 0,2857 0,4000
AGH 0,2500 0,4000 1 0,1111 0,0909 0,1111 0,2222 0,1667 0,1111 0,5714 0,2500 0,2222 0,2000 0,2000 0,2500
TEG 0,6667 0,1667 0,1111 1 0,7143 0,6667 0,3750 0,4000 0,2500 0,1000 0,1111 0,1000 0,2000 0,2000 0,2500
TAQ 0,5000 0,1250 0,0909 0,7143 1 0,5000 0,6250 0,2857 0,2000 0,0833 0,0909 0,0833 0,1667 0,1667 0,2000
TIM 0,6667 0,1667 0,1111 0,6667 0,5000 1 0,3750 0,1667 0,2500 0,1000 0,1111 0,1000 0,3333 0,2000 0,2500
LEH 0,5714 0,3333 0,2222 0,3750 0,6250 0,3750 1 0,1429 0,2222 0,0909 0,2222 0,2000 0,1818 0,1818 0,2222
DOW 0,1667 0,3333 0,1667 0,4000 0,2857 0,1667 0,1429 1 0,1667 0,1429 0,1667 0,1429 0,1250 0,1250 0,1667
TDK 0,2500 0,1667 0,1111 0,2500 0,2000 0,2500 0,2222 0,1667 1 0,1000 0,4286 0,3750 0,2000 0,2000 0,2500
TIR 0,1000 0,1429 0,5714 0,1000 0,0833 0,1000 0,0909 0,1429 0,1000 1 0,1000 0,2000 0,0833 0,1818 0,1000
TINA 0,2500 0,4000 0,2500 0,1111 0,0909 0,1111 0,2222 0,1667 0,4286 0,1000 1 0,8333 0,5000 0,5000 0,6667
GHE 0,2222 0,3333 0,2222 0,1000 0,0833 0,1000 0,2000 0,1429 0,3750 0,2000 0,8333 1 0,4444 0,6250 0,5714
Male 1 0,3333 0,2857 0,2000 0,2000 0,1667 0,3333 0,1818 0,1250 0,2000 0,0833 0,5000 0,4444 1 0,5556 0,7143
Male 2 0,3333 0,2857 0,2000 0,2000 0,1667 0,2000 0,1818 0,1250 0,2000 0,1818 0,5000 0,6250 0,5556 1 0,7143
Male 3 0,4286 0,4000 0,2500 0,2500 0,2000 0,2500 0,2222 0,1667 0,2500 0,1000 0,6667 0,5714 0,7143 0,7143 1

A la distance 0,25, le dendrogramme montre que les génotypes étudiés se répartissent en
4 clusters majeurs. Le premier cluster est réparti en 2 sous cluster (11 et 12) (d = 0,12), le
premier sous cluster contient les génotypes TIM, ADR, TAQ et TEG qui sont liés au
génotype LEH. Le cluster Il contient un seul génotype, DOW qui est proche aux génotypes
TIM, ADR, TAQ, TEG et LEH. Le troisieme cluster (111) semble plus diversifié avec 2 sous
cluster 111 et 1112 (d=0,27), ce dernier présente un seul géenotype : TDK. Le premier sous
cluster 1111 est lui-méme réparti en sous cluster (Il1la et I111b) (d=0,340) ou Ill1b est
composé d’un seul génotype BMH et Ill1a est lui-méme subdivisé en deux sous clusters :
[II1a’ et II1a’’ composé des génotypes : MALE 1, MALE 2, MALE 3, GHE et TINA.
D’aprés la matrice de similarité (Tableau 6), le coefficient le plus élevé pour ce groupe, est
obtenu avec la combinaison de GHE et TINA (coef = 0,833). Le cluster IV est subdivisé en
deux sous-clusters V1 et IV2 composés des deux génotypes TIR et AGH.

L’analyse UPGMA a montré une structure génétique conservée pour les génotypes
males et les génotypes femelles GHE et TINA. Ainsi, hous pouvons Supposer, pour cette
étude, que les pollinisateurs males pourraient é&tre nommés comme le type femelle des deux
cultivars. Ceci a eté propose par Chaouch Khouane et ses collaborateurs (2020) dans leur
étude sur la diversité génétique des palmiers algériens.

Plusieurs rapports ont indiqué 1’utilisation du locus MPACIR70 dans 1’étude du
polymorphisme génétique chez le palmier dattier (Racchi et al., 2014 ; Naeem et al., 2018 ;
Chaouch Khouane, 2020).
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Conclusion

Le palmier dattier étant de nature dioique, la discrimination sexuelle est cruciale au
stade précoce des semis. Il est problématique pour les sélectionneurs du palmier dattier de
discriminer le sexe des plantes sur le terrain en fonction des caractéristiques morphologiques.
Il n'y a pas de différenciation claire des chromosomes basés sur le sexe chez le palmier
dattier, bien que certaines études cytogénétiques aient suggeré des preuves de différenciation
chromosomique (Nagvi et al., 2021). La pollinisation croisée dans la nature a rendu difficile
I'amélioration des cultures de palmiers dattiers. Par conséquent, le développement de
marqueurs moléculaires fiables pour la détermination du sexe est important pour le succes du

programme de sélection des palmiers dattiers.

En effet, Les méthodes moléculaires fournissent un outil précieux pour une bonne et
facile identification du genre a n'importe quel stade de croissance et de développement.
L'analyse de I'ADN peut identifier les individus qui different génétiquement dans la plupart
des cas extrémes par une seule paire de bases (Khosla et Kumari, 2015).

Plusieurs chercheurs ont développé des marqueurs microsatellites (SSR) liés au sexe et
les ont identifiés comme marqueurs candidats dans la détermination du sexe, ce qui peut
acceélérer les études liées au déterminisme du sexe chez cette espéce. Par conséquent, des
marqueurs microsatellites (SSR) ont été utilisés dans cette étude afin de nous fournir une
variation suffisante pour distinguer les pollinisateurs méles des plantes femelles chez des

cultivars locaux de palmier dattier.

Par manque de temps, nous n’avons pu tester que 5 couples d’amorces sur 15 variétés
de palmier dattier méles et femelles. Apres plusieurs essais de visualisation des ADN sur gel
d’agarose, un essai de migration sur gel de polyacrylamide a été tenté pour une meilleure
résolution des bandes. L’essai a malheureusement échoué (la cuve était non fonctionnelle).

Nos données attestent la possibilité d'utiliser le marqueur SSR mPdCIR70 comme
descripteur, non du déterminisme du sexe, mais dans la diversité génétique et le contrdle des
appellations d'origine du palmier dattier. En effet, nous avons trouvé la présence de variations
génétiques entre génotypes de palmiers locaux. Ces variations génétiques des palmiers

dattiers sont importantes pour les programmes d'amélioration et de conservation des cultures.
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Conclusion et perspectives

En perspective, nos résultats pourraient étre utilement complétés par :

Une incorporation d'un nombre accru d'accessions de plantes, avec une répartition
géographique, et d'autres marqueurs SSR dans les études génétiques, afin d’offrir une portée
plus large dans les futures études sur le sexe du palmier dattier pour le génotypage et pour
établir des clés d'identification des cultivars, ainsi que l'identification des codes-barres pour
les étiquettes et la certification d'origine.

Une mise au point de certaines méthodes fiables et rapides comme les marqueurs SSR
et d’autres marqueurs moléculaires, pour sélectionner les caractéres requis au stade juvénile

chez toutes les plantes dioiques dans le but de différencier les males et les femelles.
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Annexe 1
Solution de lavage 1
Concentration | PM 1 litre 100ml 50ml
finale (g/mol)
Acétate de sodium | 200 mM 82.03 16.469 1.69 0.89
H20O distillé 240ml 24ml 12ml
Dissoudre I’acétate de sodium avant d’ajouter I’éthanol
Ethanol 100% |76 % | [ 760ml [ 76ml [ 38ml
Solution de lavage 2
Concentration | PM 1 litre 100ml 50ml
finale (g/mol)
Acétate d’ammonium | 10 mM 77.08 0.89 0.08g 0.04g
H20 distillé 240ml 24ml 12ml
Dissoudre I’acétate d’ammonium avant d’ajouter I’éthanol
Ethanol 100 % | 76 % | [760ml [ 76ml [ 38ml
TE(1X)pH8
Concentration | PM (g/mol) | 1 litre 500ml 100ml
finale
Tris de base | 10 mM 121.14 1.21g 0.69 0.12g
Na:EDTA 1 mM 372.24 0.38g 0.19g 0.04g
H20 up Qsp 1 litre Qsp 500ml Qsp 100ml
TE (0.5X)pH 8
Concentration | 1 litre 500ml 100ml
finale
TE 1X 0.1X 100ml 50ml 10ml
H20 up Qsp 1 litre Qsp 500ml Qsp 100ml
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Annexe 2

Résultats du dosage des extraits d’ADN au Nanodrop

Echantillon [ADN] (ng/pl) A260/A280 A260/A230
ADR1 28,5 1,84 0,98
ADR2 71,7 1,82 0,81
ADR3 31,4 1,98 0,55
BMH1 82,8 1,9 0,9
BMH?2 65,6 1,93 0,71
BMH3 57 1,92 0,77

MALE1/1 21,1 1,95 0,54
MALE1/2 21,8 1,72 0,73
MALE1/3 67,2 1,85 0,74
AGH1 29,3 1,93 0,6
AGH?2 4.1 2,39 0,8
AGH3 30 1,91 0,55
TEG1 28,3 1,87 0,51
TEG2 26,5 1,86 0,63
TEG3 51,9 1,66 0,45
TAQ1 162,7 1,74 1,01
TAQ2 41,8 1,81 0,78
TAQ3 37,4 1,86 0,55
TIM1 28,7 1,89 0,6
TIM2 78,3 1,86 0,86
TIM3 75,3 1,89 0,94
LEH1 76,8 1,89 0,75
LEH2 76,7 1,83 0,88
LEH3 67,5 1,86 0,85
DOW1 41,8 2,19 0,32
DOW?2 59,4 2,12 0,4
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DOWs3 38,7 2,12 0,43
MALE2/1 95,4 1,99 0,57
MALE2/2 78,8 2,03 0,57
MALE2/3 224,8 191 1,11

TDK1 79,9 1,93 0,52

TDK2 719 1,98 0,52

TDK3 69,2 2,05 0,48

TIR1 73,8 1,88 0,54

TIR2 59,6 2,07 0,46

TIR3 79,6 1,95 0,58
MALE3/1 69,3 1,99 0,47
MALES3/2 76,2 1,92 0,47
MALES3/3 71,9 2,07 0,4

TINA1 78,1 1,72 0,48

TINAZ2 169,3 1,83 0,68

TINA3 80,2 1,98 0,42

GHE1 92,3 1,95 0,66

GHE2 107,6 1,93 0,7

GHES3 89,2 2,02 0,58
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Résumé

Le palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) est espéce dioique, caractérisée par des fleurs unisexuées situées
sur des arbres males ou femelles séparés. La dioicité a toujours été un probléeme dans la sélection des
palmiers dattiers, car le sexe de la plante ne peut étre connu qu'une fois qu'elle a atteint son stade de
reproduction, qui prend 5 a 8 ans pour la premiere floraison. Par conséquent, I'identification précoce du sexe
peut améliorer le succes de la reproduction et de I'amélioration génétique du palmier dattier. Les marqueurs
microsatellites contenant des séquences simples répétées (SSR) sont un outil précieux pour l'analyse
génétique. Dans la présente étude, 5 amorces microsatellites ont été utilisées sur 15 cultivars de palmiers
dattier locaux. Seulement 3 paires d’amorces ont été amplifiées et leurs produits d’amplification ont été
révélés par électrophorése sur gel d’agarose. Les profiles électrophorétiques obtenus des trois marqueurs
SSR, n’ont pas montré de traits distinctifs entre les génotypes males et femelles. Notre étude a été donc
réorientée vers une analyse de la diversité génétique des cultivars étudiés. Les résultats montrent que les
différents génotypes présentent peu ou pas de polymorphisme avec les deux marqueurs SSR mPdCIR16,
mPdCIR32. Cependant, un total de 18 alleles a été identifié avec le marqueur mPdCIR70 avec un taux de
polymorphisme de 90%. L’analyse UPGMA qui a montré une structure génétique conservee pour les trois
génotypes males et les deux génotypes femelles GHE et TINA, suggére que ces pollinisateurs males
pourraient étre nommés comme le type femelle de ces deux cultivars. Cette approche moléculaire a permis
également, d’identifier le marqueur mPdCIR70 comme marqueur candidat dans ’analyse de la diversité

génétique des palmiers dattiers.
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