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Introduction Générale

L’olivier larbre qui traverse les temps



Introduction

La diversité génétique pour 1’alimentation et 1’agriculture, incluant les espéces
sauvages apparentées, constitue une ressource fondamentale pour 1’amélioration continue des
variétés et des races, nécessaire pour faire face aux changements (FAO, 2016). Ces ressources
génétiques pour I’alimentation et 1’agriculture (RGAA) — veégétaux, animaux, ressources
aquatiques, foréts, microorganismes et invertébrés, dans toute leur diversité — constituent un
vivier stratégique dont tous les systémes de production alimentaire sont tributaires. La
variabilité génétique permet aux végétaux, aux animaux, aux microorganismes et aux
invertébrés de s’adapter et de survivre a 1’évolution de leur environnement. Conserver et
utiliser des ressources extrémement diverses, tant au niveau des espeéces qu’a I’intérieur de
celles-ci, revient donc a sauvegarder notre capacité de surmonter les difficultés a venir (FAO,
2016).L’olivier présente deux formes, une sauvage qui se nomme oléastre « Olea europaea
subsp. europaea var. sylvestris» et 1’autre cultivée, olivier « Olea europaea subsp. europaea
var. sativa». En fait, le patrimoine génétique oléicole mondial est tres riche en variétés. 1l est
constitué par plus de 2,600 variétés differentes (Muzzalupo et al, 2014). En Algérie, le
patrimoine oléicole national est répartie sur une superficie d’environ 328.884 hectares
(FAOSTAT, 2013) L’oléiculture algérienne est située principalement dans la partie nord du
pays, ou la plupart des vergers (80%) sont situés dans des zones montagneuses avec des sols
pauvres. D’aprés Chaouki et al (2006) rajoute, il existerait plus de 150 cultivars d’oliviers
cultivés. Mais, les nouvelles prospections semblent indiquer 1’existence de nouveaux cultivars
non inventoriés. Cependant, la caractérisation et la classification de ces cultivars est
confrontées a d’énormes problémes de synonymie, d’homonymie et de confusion qui régnent

dans leurs appellations (Ouazzani et al., 1995).

Actuellement, Il est admis que I’utilisation de la biodiversité dans le cadre de I’amélioration
végétale présuppose, entre autres, une connaissance des génotypes existants localement et
adaptés a des environnements particuliers. Alors que pour le cas de 1’olivier en Algérie, a part
quelques travaux, nous avons constatés un manque considérable d’informations et de travaux
de recherche que ¢a soit pour la caractérisation variétale, la conservation ou la valorisation
du germoplasme. En effet, I’identification des cultivars de 1’olivier est basée souvent sur des
descripteurs morphologiques, biochimiques et agronomiques qui sont influencés par les
facteurs environnementaux. Une identification précise et non ambigue des cultivars permettra
de surmonter ce probléme. Cela est possible moyennant I’utilisation des marqueurs

moléculaires, qui est incontournable, non seulement pour 1’identification ; mais aussi pour la
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préservation et la valorisation de la diversité génétique de nos ressources génetiques lors de la
planification de nouvelles aires de culture et la réalisation des programmes d’amélioration.
C’est dans ce cadre et dans la perspective de contribuer a 1’amélioration et a la gestion de
cette ressource genétique importante que notre étude s’inscrit. En effet, ce travail de doctorat
a fait I’objet d’un projet de recherche dans le cadre du Programme Nationale de Recherche de
Biotechnologie (PNR Biotechnologies). Les principaux objectifs fixés au départ pour ce
projet de recherche étaient de :

1. Etudier la diversité de certains cultivars d’olivier algérien par différentes approches a
savoir phenotypiques et moléculaires.
2. Constituer une base de données, notamment moléculaire, pour les cultivars inventories.
3. Contribuer a I’¢élaboration d’un catalogue national des cultivars algériens.
4. Participer avec les partenaires dans le processus création d’un label pour 1’huile d’olive
algérienne.
A cette fin, nous avons réalisé des prospections et nous avons optés pour 1’étude de cultivars
d’olivier de la collection de Sidi Aiche, avec notre partenaire I'I[TAFV, et de la commun
Sofian a Batna, avec un partenaire privé. Tout d’abord, nous avons procédés a la
caractérisation morphologique sur base des descripteurs du Conseil oléicole international
(COl, 1997). Parallélement, nous avons effectués une caractérisation moléculaire a I’aide de
marqueurs d’ADN de type microsatellites, qui sont plus utilisés et considéré s comme les plus
discriminants pour le géntotypage aussi bien de I’olivier que d’autres espéces (Diaz et al.,
2006 Sarri et al., 2006;. Baldoni et al., 2009; Bracci et al., 2009; Erre et al., 2010; Diez et al.,
2011; Fendrin et al., 2014; Linos et al., 2014).

Nous avons également utilisés des marqueurs biochimiques pour caractériser 1’huile d’olive

monovariétale, il s’agit de la détermination des indices de qualit¢ de 1’huile d’olive, la

composition en acides gras par GC/MS et le dosage des composés phénoliques par HPLC.

Ce document décrit notre travail et s’articule comme suit :
v Une premiére partie relative a 1’étude bibliographique comprenant trois
chapitres dont le premier est une présentation générales de 1’olivier, ¢’est-a-dire son
origine, historique une description botanique de cette variété et ces exigences et enfin
son importances sur le plan international et national. Une deuxiéme partie décrit
I’importance de I’étude de la diversité génétique ainsi que les outils utilisés pour
terminer avec un dernier chapitre sur le produit noble de I’olivier qui est I’huile

d’olive est les différentes méthodes pour la classification des huiles.
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v Une deuxiéme partie présentant le matériel végeétal utilise, les techniques et les
méthodes utilisées pour la caractérisation phénotypiques, moléculaire et biochimiques
de I’huile d’olive ainsi que les méthodes d’analyses statistiques des données.
v Une troisieme est derniere partie concernant les résultats obtenus, leurs
analyses et leurs discussions.

Enfin une synthese générale des résultats obtenus, puis une conclusion résumant les différents

résultats obtenus et les perspectives de ce travail.




Chapitre I :
Syntheése Bibliographique

L’olivier Carbre qui traverse les temps



Chapitre I : Synthése bibliographique \

I. Présentation Générale
1. Origine et historique de I'olivier

L’olivier (Olea europaea L.) est lI'un des plus anciennes cultures de la région
méditerranéenne ou il a occupé depuis la préhistoire une place majeure dans la culture de cette
région. Les analyses de la diversité morphologique et génétique ont démontré que la
ségrégation de la population sauvage de 1’olivier s’étend sur un axe est-ouest ce qui refléte sa
division bio-géographique dans le bassin mediterranéen ou les régions orientales et
occidentales sont séparées par une ligne Mer Adriatique et le désert de Libye (Blondel et
Aronson et al., 1995;.Besnard et al., 2000. 2002a,b; Lumaret et al., 2004).

La culture de I’olivier est introduite au proche orient au début de I’Age de Bronz suite
a la découverte d’ancienne huilerie, de grains de pollen, de bois est de noix d’olivier dans les
sédiments (Zohary and Spiegel-Roy, 1975 ; Liphschitz et al. 1991). Alors, que pour la région
nord-ouest, les processus de domestication et I’émergence de 1’agriculture et des pratiques de
sélection ont été reconnu & partir du Chalcolithique Age du Bronze suite a 1’analyse des
noyaux d'olives archéologiques et modernes (Terral, 2000 ; Terralet al.,
2004). De nos jours, ’olivier a largement diffusé¢ au-dela de son air d’origine suite a sa
dispersion par I’homme au Etats Unis, en Australie, a la Nouvelle Zélande et méme dans les-
lles du pacifique (Green, 2002 ; Besnard et al., 2007).

Dans 1’ Afrique du nord, ’oléastre y existait probablement bien avant le XI1° millénaire
et le terme « Azemmour » qui désigne 1’olivier dans la langue berbére, ne peut se rattacher a
aucune racine semitique, suggérant par-la que la culture de I’olivier était antérieur a I’arrivé
des Phéniciens (XI ®siécle avant J.C) (ChabourM., 2003). Camps-Fabrer, 1984, confirme que
dés le Villafranchien, Olea europaea L. apparait dans de nombreux sites sahariens et les
analyses de charbon et de pollens conservés dans certains gisements iberomaurusiens
(Taforalt, Grotte Rassel, Courbet) ou capsiens (Ouled Djellal, Relilai) attestent que 1’oléastre
existait en Afrique du Nord dés le XI11¥™ millénaire et certainement bien avant.

A Tarrivée des Romains en Afrique du Nord, les Berbéres savaient greffer les
oléastres, alors que dans le territoire occupé par les Carthaginois une véritable culture avait
commencé a se répandre. Rome allait donc profiter de 1’expérience punique pour étendre la
culture de I’olivier a tout le territoire occupé par elle. En Algérie, la culture de I’olivier
remonte a la plus haute antiquité. Nos paysans s’y consacraient avec art durant plusieurs

siecles (Alloum., 1974).
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2. Description botanique

2.1. Famille des Oleaceae
L’olivier appartient a la famille des Oleaceae, sub-famille Oleideae. Les récents travaux de
Wallander et Albert (2000), Green (2004) basée sur des données moléculaire (phylogénie
basée sur des séquences de I’ADN plastidique) et non moléculaires (nombre chromosomique,
anatomie du bois et des fruits et critéres biochimiques) ont démontré que cette famille est
subdivisée en 5 tribus :

v Myxopyreae (qui regroupe les genres Myxopyrum, Nyctantheset Dimetra),

v Fontanesieae (genre Fontanesia),

v’ Forsythieae (genres Abeliophyllumet Forsythia),

v Jasmineae (genres Jasminumet Menodora),

v’ et Oleeae (qui était appelée précédemment Oleoideae).

Avec pres de 24 genres et 6000 especes, le genre Olea comprend 33 especes et 9 sub-espéce
classer dans 3sub-genre Olea, Paniculatae et Tetrapilus (Green, 2002 ; Besnard et al. 2009).
Le sub-genre Olea lui-méme est subdivisé en deux sections : Olea, composé exclusivement
par le complexe (Oleaeuropaea) et Ligustroides. Dans Olea europaea, Six sous-especes ont
été identifie, de I'Afrique du Sud a la Chine, a travers les montagnes du Sahara, la
Macaronésie et le basin Méditerranée (Vargas et al., 2001; Green, 2002; Doveri and Baldoni,
2007; Besnard et al., 2009).La figure 1 illustre la distribution des formes natives du complexe

O. europaea (Besnard et al.,2007) dans le monde.
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Figure 1 : Distribution naturelle du complexe Olea europaea dans le monde (Rubio de Casas
et al., 2006)

(1)Subsp. europaea : comprend deux variétés europaea (olive cultivé) et sylvestris (olive
sauvage) : présent dans le bassin Méditerranéen ;

(2) Subsp. cuspidate : s’étend du sud-est de 1’ Asie au sud-ouest de la Chine, et de la péninsule
arabique a travers I'Afrique de I'Est et du Sud ;

(3) Subsp. laperrinei: uniquement dans la région du Sahara;

(4) Subsp. maroccana: uniquement au Maroc;

(5) Subsp. cerasiformis: uniqguement dans I'tle de Madeére;

(6)Subsp. guanchica: dans les Tles Canaries.
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Les études du niveau de ploidie spécifique pour ces 6 sous-especes par la combinaison entre
analyses moléculaire et cytométri ont révéler qu’il sont tous diploide a ’exception de
cerasiformis (4x), maroccana (6x) ; avec des cas de triploidie chez laperrinei (Besnard et al.,
2008).

2.2. Le taxon Olea europaea subsp europaea

Ce taxon regroupe les formes cultivées (var europaea) et les formes sauvages (var
sylvestris= Oléastres). C’est des espéces arborescentes a feuilles persistantes, a pollinisation
anémophile, et thermophile. Les différences morphologiques entre forme sauvage et cultivées
sont dues essentiellement a des environnements différents. Avec un nombre chromosomique
de 23, une multiplication par voie végeétative et une durée de vie excédent 500ans avec des
arbres exceptionnels agés de plus de2.000 ans enregistrés dans divers pays.

Au moins, 1250 variétés sont conservées dans plus de 100 collections. Ils ont été
décrites et répertoriés dans la base de données de la FAO, beaucoup d’autres variétés et
d’écotypes locaux issus d’hybridation et de mutation contribue a la richesse du patrimoine

génétique de I’olivier (Bartolini et al., 2008;Cantinietal., 1999).

2.3. Caractéristiques morphologiques

L'olivier est une espéce vivace a feuillage persistant dont la croissance est rythmée dans les
régions tempérées, il se distinguant par sa pérennité et sa grande longévité. Aussi, il est réputé
pour sa grande rusticité et sa plasticité lui permettant de se développer dans différentes
conditions environnementales. Il n’est pas rare de voir de vieux oliviers dépasser 15 a 20

meétres de hauteur, avec un tronc de 1,5 a 2 métre de diameétre.

2.3.1 La partie aérienne
% Letronc

C'est le principale support de l'arbre, qui va du collet au niveau du sol jusqu'au point
d'insertion de la premiere branche. Il est d'aspect et de couleur variable selon I'age. Chez les
jeunes arbres, le tronc est droit, circulaire, lisse de couleur gris-verdatre. En vieillissant, il
devient noueux, crevasse, élargi a la base en prenant une couleur grise foncée presque noire.
D'aprés Loussert et Brousse (1978), en Kabylie, la variété Chemlal était traditionnellement
conduite sur un tronc élevé de 2 ou 3m du sol. Toutefois, dans la plupart des vergers, cette
hauteur se situe entre 0,8 et 1,2m ce qui facilite la récolte. En Andalousie (Espagne) les
vicilles plantations sont constitué d’oliviers conduits a trois troncs ayant soit le méme systéme

radiculaire, soit trois plants séparés (Maillard, 1975 ; Loussert et Brousse, 1978).
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% Les charpentieres
Les charpentieres maitresse ou branches méres prennent naissance sur le tronc. Elles donnent
la forme de I’arbre et le développement de la frondaison. Les sous charpentiéres se
développent sur les charpentieres est c’est a partir de leur nombreuses ramifications que la
couronne de I’arbre se développera. Elles portent les rameaux feuillus et fructiféres.

% Les rameaux
Les jeunes pousses ont une écorce claire avec une section quadrangulaire mais elles
s’arrondissent en vieillissant et leur couleur passe au vert-gris puis au gris-brun. 1l existe trois
types de rameaux selon leur localisation sur I’arbre et leur emplacement sur le rameaux
principal : les rameaux a bois, les rameaux mixtes et les rameaux a fruits.
Selon Lousert et Brousse (1978), le port de I'arbre qui est un caractére variétal dépend de la
croissance de ses rameaux:

v' il est érigé si les rameaux poussent verticalement,
v" il est pendant, voir pleureur, si les rameaux se développent horizontalement.

% Les feuilles
La feuille de I’olivier est simple, entiére, a pétiole court et a limbe lancéolé qui se termine par
un mucron (Ruby, 1918 ; Argenson et al., 1999). Les feuilles sont opposées et persistantes,
leur durée de vie est de 1’ordre de 3 ans. Elles possedent des formes et des dimensions tres
variables suivant les variétés. Elles peuvent étre ovales, ovales oblongues, lancéolées et
parfois presque linéaires. Les dimensions peuvent varier de 3a 8 cm de longetde 1 a 1,25 cm
de large (Loussert Brousse 1978).

s L’inflorescence et les fleurs
L’inflorescence est une panicule (Chol et al., 2005), constituée de grappes longues et
comporter de 10 a 40 fleurs (Loussert et Brousse, 1978), d’apres Ouksili (1983), ce nombre
est un caractére variétal. Petites et d’un blanc jaune verdatre. Les fleurs sont réguliéres,
hermaphrodites avec une formule florale trés simple : 4 sépales, 4 pétales, 2 étamines, 2
carpelles (Argenson et al., 1999).
Suivant les variétés, les piéces florales peuvent subir des malformations: atrophie des
étamines, des carpelles ou déformation du style, ce qui peut entrainer des cas de stérilité. En
générale, les variétés s’autofécondent mais on a a la fois fécondation croisée et

autofécondation, parfois aussi parthenocarpie suivant les variétes.
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% Le fruit
Le fruit est une drupe & mésocarpe charnu, riche en lipide, de diamétre compris entre 1 et 3
cm (Argenson et al., 1999). L’endocarpe ou noyau est dur, généralement fusiforme portant
une série sillons longitudinaux. Il renferme une graine a albumen : I’amandon (Loussert et
Brousse, 1978). La couleur de I’épiderme et les formes du mésocarpe et de I’endocarpe sont
des caractéres variétaux (Chol et al., 2005). A maturation, 1’épicarpe passe de la couleur vert
tendre (olive verte), a la couleur violette ou rouge (olive tournante) et enfin a la couleur

noiratre (olive noire) (Loussert et Brousse, 1978).

2.3.2 La partie racinaire
Le systeme racinaire est fonction des conditions du sol et du mode de multiplication. Il est

pivotant s'il est issu de semis et dans des terres 1égeres, fasciculé s’il est obtenu par bouturage
et dans des terres lourdes. Selon Ben Rouina (2001), le nombre de racines et leur étendu a
différentes profondeurs de sol sont fortement dépendants de la nature du sol. Il reste
généralement localisé a une profondeur de 50 a 70cm. Ce systeme radiculaire puissant forme
sous le tronc une souche ligneuse tres importante dans laquelle s’accumulent des réserves,
surtout quand les conditions d’alimentation sont difficiles. On appel cette souche la « matte »

(Loussert et Brousse, 1978).

2.4 Caractéristiques physiologiques
Les propriétés biophysiologiques de 1’olivier constituent, apres le relief et le climat, un
troisieme facteur avec lequel I'oléiculteur doit composer. Espece sempervirents, est arbre dont
les dimensions, la forme et la production varient avec les conditions météorologiques,
I'exposition, la nature du sol, les cultivars et, évidemment, les soins qui lui sont apportés
(Kayoukdjian, 1989).
Dans la vie de I’olivier on peut distinguer quatre grandes périodes. Selon Maillard (1975), ces
périodes suivent les conditions suivantes:
% La période de jeunesse : de 1a7 ans ; installation improductives.
% La période d’entrée en production: de 7a 35 ans; croissance avec augmentation
progressive de la production.
% La période adulte : de 35a 150 ans ; maturité et plaine production.
¢ La periode de sénescence : au de-la de 150 ans ; sénescence, rendement décroissants et

inconstants, alternance marquée des récoltes, réduction progressive de la charpente.
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La sélection clonale et les méthodes culturales modernes ont largement avancé la mise a fruits
des variétés d’olivier les plus précoces qui peuvent produire 2Kg d’olive dés la troisiéme
année de plantation.

Il est aussi a noter que 1’olivier ne produit convenablement qu'une année sur deux voire sur
trois et ce phénomene est nommeé par les producteurs "l'alternance de l'olivier”. Ce fait
observable et encore inexpliqué est accentué par deux autres particularités botaniques dont les
conséquences peuvent étre plus ou moins atténuées par les oléiculteurs. Une premiere
particularité concerne le fait que 1’olivier ne porte ses fruits que sur les rameaux ayant poussé
I’année précédente, «les aoutés», d'ou I’importance que revét la taille. La deuxiéme
particularité a trait & une induction florale tardive qui semble - selon les recherches
agronomiques récentes - jouer un role dans la fructification. Un méme bourgeon peut devenir
un rameau et donc faire du bois et devenir une fleur et donc produire des olives. Sur 1’olivier
ce phénomeéne dépend de la température : plus il fera chaud, plus il produira du bois.
L'intervention de I'oléiculteur sur ce point est limitée mais il peut toutefois en atténuer les
effets par des amendements approprieés.

2.5 Cycle évolutif annuel

Selon Benttayeb, 1993, le cycle évolutif annuel des arbres fruitiers concerne 1’ensemble des
processus et des changements que subit la plante durant une année. Ces changements sont de
natures biologiques, biochimiques et morphologiques et dépendent dans une large mesure des
conditions externes, notamment d’aléas climatiques. Il ajoute que la réaction de I’arbre aux
conditions du climat sont ainsi différentes et saisonniéres et s’extériorisent visiblement par
deux grandes phases : la phase de dormance ou repos et la phase d’activité. Ces deux phases
sont bien apparentes et bien distinctes chez les especes a feuilles caduques et le sont peu ou
pas chez ceux a feuilles persistantes.

La figure 2 résume les étapes du cycle de développement de 1’olivier (Maillard, 1975).

10
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(Cf Le Livre de 1'Olivy”

Figure 2: Cycle de développement annuel de ’olivier (Maillard, 1975)

2.5.1 La reproduction : Phénomeéne de stérilité et d’'incompatibilité

Chez I’olivier, I’inter pollinisation ou fécondation croisée est souvent de régle. C’est
une pollinisation anémophile. En effet, les cultivars d’olivier ne sont pas toutes autos fertiles,
des cas de stérilité féminine donnent lieu & une proportion variable d’avortement ovarien ou
bien un développement anormal du sac embryonnaire. Cette stérilité touche presque tous les
cultivars (Moutier et al., 2006).

Selon Villemeur et Delmas (1981), le taux d’avortement est li¢ aux variétés, au milieu
et aux techniques culturales notamment 1’irrigation. Aussi, Fontanazza (1998) indique que les
températures élevées et les déficits hydriques entrainent des taux d’avortement élevés.
Toutefois, son contrdle est génétique, car son degré est relativement constant pour chaque
cultivar (Morettini, 1951 in Lousert et Brousse, 1978). De plus, selon Ouksili (1983), le taux
d’avortement est plus fréquent chez les variétés a huile que chez les variétés d’olives de table,
il a pu confirmer aussi que les fleurs situées sur les extrémités des axes de I’inflorescence sont

plus fertiles que les autres.
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Petri (1929 in Amirouche, 1977) attribue la dégénérescence de 1I’ovaire a une insuffisance de
maticres azotées dans les rameaux floriféres. De méme, Boulouha (1995) note qu’une richesse
des rameaux en éléments azotés et phosphopotassiques favoriserait 1’obtention d’un taux de
fleurs parfaites élevé.

Au niveau de I’organe male, la stérilité revéte un caractére ponctuel et ne concerne
qu’un petit nombre de cultivars. L’absence de pollen a été observée chez les variétés Chemlal,
Hamra et Aharoun (Chaux, 1955 in Lousert et Brousse, 1978). En 2000, Besnard et al a
associe cette stérilitt avec des polymorphismes RFLP particuliers chloroplastiques et
mitochondriaux.

Pour le phénomene d’incompatibilité Herve et al. (1984, in Nouri et Rezzouk, 1991),
stipule qu’il s’agit d’interaction pollen-style sans formation de zygote, bien que les gameétes
femelles et males soient potentiellement fertiles. D’aprés Ouksili (1983), 1l existe plusieurs
possibilités selon I’origine respective de I’ovule et du pollen :

v Auto-compatibilité : variétés chez lesquelles la fécondation des ovules d’une fleur
peut étre assurée par le pollen de la méme fleur ou par celle de méme variéte.

v Auto-incompatibilité : I’incompatibilité se produit entre le pollen et le stigmate d’une
méme fleur ou d’une méme variété.

v Inter-incompatibilité : se produit lorsque le pollen d’une variété est incapable de
féconder les ovules d’une autre variété.

v Inter-compatibilité : le pollen d’une variété est capable de féconder les ovules d’une
autre variéte.

Selon ce méme auteur, les variétés Azeradj et Frantoio peuvent étre considérées

comme des bons pollinisateurs pour la variété Chemlal.
3. Exigence de l'olivier

3.1 Exigences climatiques

On a noté déja que la culture de I’olivier étais associée a la zone du climat
méditerranéen, que ce dernier se caractérise par la douceur de I’hiver qui est la saison humide
et un été chaud pratiqguement sans pluie correspondant a une saison séche. Les printemps et
les automnes sont peu marqués (Loussert et Brousse, 1978). Selon le climagramme

d’EMBERGER I’olivier a I’état spontané se trouve a la zone subhumide méditerranéenne.
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Il redoute la trés grand secheresse ce trouve sur la zone subhumide qui fait tomber ses
fruits avant maturation, il n’aime pas, non plus, les grosses pluies et comme trop d’humidité
diminue la quantité et la qualité de I’huile : il craint les vents du sud chauds qui dessechent les

branches est peuvent causer des bralures sur les arbres (Seroco en Algérie).

Mais ce que I’arbre craint le plus c’est le froid rigoureux de certains hivers, une
température de -12°C a -14°C pendant plusieurs jours consécutifs qui le fait périr. Il a aussi
besoin d’une moyenne annuel de +12°C a 22°C, c’est un arbre avide de lumiére, il donnera les

meilleurs résultats sur les coteaux bien exposés au soleil (Loussert et Brousse, 1978).

3.2 Exigences édaphiques

L’olivier ne donnera de bons résultats que si son puissant systeme racinaire peu se
développer non seulement en largeur mais aussi en profondeur. Donc, une profondeur minime
de Im a 1,5 m. Comme la plupart des arbres fruitiers, I’olivier, craint la présence de nappe
phréatique peu profonde. Il est aussi réputé pour sa rusticité qui permet la mise en valeur de
terrains extrémement pauvres voir dégradées. Les deux facteurs de réussite de I’oliveraie en
zone aride sont une faible densité de plantation et une grande profondeur du sol exploitable
par les racines. Il supporte assez bien des teneurs élevées en calcaire actif, au point de vue PH
il préfeére les sols légerement alcalins (PH 7,5) a alcalins (PH 8 et 8,5). Il faut s’abstenir de
planter I’olivier ou la teneur en NaCL dépasse 1g/Kg de terre (Loussert et Brousse, 1978).

4. Importance économique et social

L’olivier a fagonné, au fil des millénaires, les paysages, l'histoire, la culture et la
gastronomie du bassin méditerranéen qui est encore aujourd’hui le cceur productif et
commercial de I’huile d’olive. L'olivier est aujourd'hui cultivé dans toutes les régions du
globe se situant entre les latitudes 30 et 45 des deux hémispheres, des Amériques (Californie,
Mexique, Brésil, Argentine, Chili), en Australie et jusqu'en Chine, en passant par le Japon et
I'Afrique du Sud. On compte actuellement 10.2 millions ha d'oliviers cultivés a travers le
monde (FAO, 2012) mais le bassin méditerranéen est resté sa terre de prédilection, avec pres
de 95 % des oliveraies mondiales. Cette arbre marque les économies agraires traditionnelles et
reset de 1°° importance dans les pays méditerranéens, vue sont adaptation particuliere a ce
milieu (Angles et al., 2001).
La production de I’olivier se concentre beaucoup plus dans I’Europe du sud prées de 79% de
la production mondiale avec 1’Espagne et 1’Italie comme leadeur ensuite vient la Gréce, le

Portugal et la France (Figure 3).
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Algeria Others
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Figure 3: Production oléicole mondiale: estimations pour la saison 2010/2011 (données du

Conseil oléicole international)

En Algérie I’olivier est une des principales essences fruitiéres, en superficie il s’étend
sur plus du 1/3 (prés de 34,09%) de I’espace dévolu aux cultures fruiticres arborescentes, avec
32 millions d’arbres répartis sur une superficie d’environ 328 884 ha (FAOSTAT, 2013).
D’apres Chaux in Sekour, 2012 la culture de ’olivier se concentre dans trois principales
régions : la région Centre avec 54%, I’Est 29% et 1’Ouest 17%. Il ne faut pas oublier le Sud
avec ces 18 000 arbres (statistique du ministére de 1’agriculture, 2005). Le massif kabyle et le
plus grand noyau de notre production oléicole, 90% des plantations appartiennent a une
population berbeére dont 1’attachement a I’arbre est devenu légendaire. La Kabylie est le pays
de I’olivier sauvage, qui est a la base de la création des olivettes, soit par greffage sur place
soit par transplantation des semis naturels. Il existe aussi deux grandes taches oléicoles

secondaires, I’une a Guelma, I’autre a Tlemcen.
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Les olivettes européennes forment 40% des olivettes algérienne, principalement en
dehors de la Kabylie, centre de Maillot, la Mitidja et Chleff (28%), dans le Constantinois de
63% a 70% et de 80% a 98% dans 1’Oranie ou elles sont les plus présents.

La filiere oléicole national est en grand partie dominée par le secteur privé, elle
constitue une source de revenu significative pour la population rural et offre en moyenne
55 000emplois permanents (Benderaji et al., 2007). L’oléiculture algérienne est en grande
partic a caractére familiale ou 1’autoconsommation est privilégiée, cela fait que la vente
d’huile d’olive n’est pas assez développée. En matiére d’exportation, 1’Algérie exporte de
modeste quantité vers le Canada, la France et la Jordanie. Le chiffre d’affaire de la filiere de
I’huile d’olive s’¢léve a 1,5 milliard de dinars et 900 millions de dinars pour I’olive de table.
Les capacités de transformation pour I’olive a I’huile sont de 1,705 huilerie dont 85% sont des
huileries traditionnelles et 10% des huileries modernes (Kacem., 2014).

L’olivier est I’un des principales cultures source d'aliments sains. Bien que 90% de la
production d'olive est utilisé pour I'extraction d'huile (Almagro et al., 2001), la consommation
d'olives de table est en augmentation dans le monde entier. Les olives contiennent des
antioxydants en abondances (jusqu'a 169 / kg) de plus I'huile d'olive contient des composés
considérés comme des agents anticancéreux, par exemple : terpénoides et le squaléne (Owen
et al. 2003, 2004). L’intérét de I’olivier ne se limite plus a la seule production de I’huile et
I’olive de table, puisque le grignon et le noyau sont devenus une source importante de maticre

premiére alimentaire pour les animaux.

IL. Origine et intérét de I'étude de la diversité génétique
La diversité génétique est la source fondamentale de la biodiversité. En 1989 le fond

mondiale pour la vie sauvage (WWF) définit la biodiversité comme: «la richesse de la vie sur
terre - des millions de plantes, d'animaux et de micro-organismes, y compris les génes qu'ils
portent et les écosystéemes complexes qui créent I'environnement ». La FAO a inclus la
question de la conservation, 1’évaluation et I’utilisation des ressources génétiques dans ses

domaines d’intérét depuis 1970 (Mahmut Caligskan, 2012).

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

long terme (changements climatiques globaux).
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En effet, cette diversité genétique est tres importante car elle représente le support de
base sur lequel peut agir la sélection. Il est admis que plus la diversité est grande dans un
groupe d’individus (sous-population, population, espéece) plus il sera facile pour certains
individus de s’adapter a de nouvelles conditions environnementales. En plus de permettre une
plus grande adaptabilité des individus, elle permettra également de réduire la dépression de
consanguinité et diminuera ainsi le risque d’extinction (Frankham 2003, 2005). L*étude de la
diversité génétique a différents niveaux hiérarchiques d’organisation peut apporter une aide
précieuse a la biologie des populations et a la biologie évolutive ; deux disciplines
importantes pour la biologie de la conservation. La diversité génétique est alors devenue un
outil primordial pour définir des buts, des méthodes et des priorités dans des programmes de
conservation (Stockwell et al. 2003).

1. Diversité de I'olivier dans le monde
La culture de I’olivier depuis son installation sur le pourtour méditerranéen sous ses

formes sylvestres et cultivées, a été 1’objet de sélections naturelle et humaine. Comme pour
toutes especes fruitieres dont la culture est trés ancienne l’olivier présente un nombre
considérable de variétés. Cette espéce présente un grand polymorphisme di aux influences du
sol et du microclimat qui sont susceptible d’apporter des modifications qui peuvent étre
phénotypique et/ ou génotypique (Ouzzani et al., 1995 ; Trujillo et al., 1995; Belaj et al.,
2001). Cette richesse du matériel génétique est notamment due a la grand longévité de I’arbre,
a son histoire séculaire et a la nature de sa pollinisation (Cantini al., 2008 ; Bracci al., 2009 ;
Bracci al., 2001).

L’olivier a développer une plate-forme variétale caractéristique pour chaque aire de
culture, pres de 1250 variétés cultivée dans 54 pays sont conservées dans pres de 100
collections, et qui ont été incluses dans la base de données du germoplasme de 1’olivier de la
FAO (Bartolini 2008). Ce nombre est certainement plus élevé a cause du manque
d’informations pour beaucoup de cultivars locaux et écotypes (Cantini et al., 1999 ;
Muzzalupo et al., 2014). La plus grande partie de ces cultivars vient des pays de I’Europe
méridionale tels que I’Italie avec 610 cultivars, I’Espagne 280 cultivars, la France 100
cultivars, la Gréce 101 cultivars et la Tunisie 70 cultivars (Corrado et al., 2010 ; Linos et al.,

2014). Les principales variétés cultivées dans le monde sont portées dans le tableau 1.
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Tableau 1: Les principales variétés cultivées dans le monde (COl, 201

Pays Principales variétés

Albanie Kaliniot

Algérie Chemlal ; Sigoise ; Azeradj ; Limli ; Blanquette de Guelma

Argentine  Arauco

Chili Azapa

Croatie Lastovka ; Levantinka ; Oblica.

Chypre Ladoelia

Egypte Aggezi Shami ; Hamed ; Toffah

Espagne Alfafara ; Alorena ; Arbequina ; Bical ; Blanqueta ; Callosina ; Carasqueno

de la Sierra ; Castellana ; Changlot Real ; Cornicabra ; Empiltre ; Farga ;
Gordal de Granada ; Gordal Sevillana ; Hojiblanca ; Lechin de Granada ;
Lechin de Sevilla ; Loaime ; Lucio ; Manzanilla cacerena ; Manzanilla
Prieta ; Manzanilla de Sevilla ; Mollar de Ceiza ; Morisca ; Morona ; Morrut
; Palomar ; Picual ; Picudo ; Rapasayo ; Royal de Gazorla ; Sevillenca ;
Verdial de Badajoz ; Verdial de Huevar ; Verdial de Velez-Malaga ;
Verdiell ; Villalonga.

France Aglandau ; Bouteillan ; Grossane ; Lucques ; Picholine Languedoc ;
Salonenque ; Tanche.
USA Mission

Grece Adramitini ; Amigadalolia ; Chalkidiki ; Kalamone ; Conservolia ;

Koroneiki ; Mastoidis ; Megaritiki ; Valanlia.

Italie Ascolana Tenera ; Biancolilla ; Bosana ; Canino ; Carolea ; Casaliva ;
Cassanese ; Cellina di Nardo ; Coratina ; Cucco ; Dolce Agogia ; Dritta ;
Frantoio ; Giarraffa ; Grignan ; Itrana ; Leccino ; Majatica di Ferrandina ;
Maraiolo ; Nocellara del Belice ; Nocellara Etnea ; Oliarola Barese ; Oliva
di Cerignola ; Ottobratica ; Pendolino ; Oisciottana ; Pizz’e Carroga ;

Rosciola ; Sant Agostino ; Santa Caterina ; Taggiasca.

Jordanie Rasi’i

Liban Soury

Maroc Haouzia ; Menara ; Meslala ; Picholine Marocaine
Palestine Nabali Baladi

Portugal Nabali Baladi

Slovénie Bianchera
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Syrie Abou-Satl ; Doebli ; Kaissy ; Sorani ; Zaity

Tunisie Chemlali de Sfax ; Chétoui ; Gerboui ; Meski ; Oueslati

Turquie Ayvalik ; cekiste ; celebi ; Domat ; Erkence ; Gemlik ; Izmir Sofralik ;

Memecik ; Uslu.

Yougoslavie Zutica.

Vue cette richesse du patrimoine oléicole plusieurs banques de germoplasmen vue le
jour pour des fin de conservation et d’utilisation. Parmi les plus importantes on peut citer :
OWGB « Olive World Germoplasm Bank » a Cordoba en Espagne qui a eté créer initialement
en 1970 par FAO-INIA et COl, elle comprend 499 accessions (Trujillot et al., 2014) . Celle de
Marrakech au Maroc crée en 2003 avec 561 accessions (Houane et al., 2011), a Sfaxe en
Tunisie crée en 1990 avec plus de 120 accessions, en Italie a Cosenza avec plus de 500
accessions, plus précisément au département d’agriculture de Davis, Californie contenant 108

accessions ( Koehmstedt et al., 2011).

2. Diversité de l'olivier en Algérie

L’olivier est principalement cultivé sur les zones cotieres du pays a une distance de 8 a
100 km de la mer ou il trouve les conditions favorables pour son développement. Il occupait,
en 2009, une superficie de 310 000 hectares (Khoumeri, 2009), qui se répartie sur tout le
territoire comme le montre la figure 4.

Les principaux est les plus anciens vergers ol€icoles se trouvent dans les régions
montagnardes et les collines recouvrant une surface de 195 000 hectares (Khoumeri, 2009),
ainsi que dans les plaines occidentales du pays (Mascara, Sig, Relizane..) et dans les vallées
comme la Soummam. Cette superficie a bien nettement augmenté par la mise en place d’un
programme national pour le développement de 1’oléiculture intensive dans les zones
steppiques, présahariennes et sahariennes (Msila, Biskra, Ghardaia...). La carte si dessous
montre la nouvelle distribution oléicole, il est net expansion des superficies vers les zones

steppiques, présahariennes et méme sahariennes.
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L’oliveraie en 1999

- Nouvelles aire oléicole

Figure 4: Carte oléicole de I’ Algérie (Source : ITAFV, 2008)

Le verger oléicole algérien comprend une diversité variétale, selon les travaux réalisés
par Hauvill (1953), il existe 150 variétés d’olivier plus au moins cultivé. En plus des variétés
locales nous avons des variétés introduites. Uniquement 36 variétés ont été identifiées sur la
base de discriminateurs morphologiques. Nous citons si dessous les variétés locales les plus
cultivées.

Chemlal : Il ne s’agirait d’une variété mais d’une population, elle constitue plus de 40% du
verger oléicole national (Pagnol, 1985). Les fruits relativement petits de 2,5 g avec un
rendement en huile de ’ordre de 14 a 16%. Elle est autostérile par absence de pollen. Il existe
plusieurs types de Chemlal : Chemlal de Tizi-Ouzou; Chemlal précoce de Tazmalt; Chemlal
de I’Oued-aissi; Chemlal blanche d’ Ali-cherif; Petite Chemlal pendante.

Azeradj : Représente 10% des oliviers cultivés en Algérie. Elle se trouve localisée en Kabylie
souvent en mélange avec la variété « Chemlal » dont elle est le pollinisateur. Variété a double
aptitude, auto fertile avec un fruit assez gros (3 a 5 g) avec un rendement en huile entre 24 a
28 %. Il existe également plusieurs types locaux de cette variété : Azeradj de Seddouk,
Azeradj de Beni-Bou-Melek, Grosse Azeradj d’Ali-Cherif

e
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Limli : Cette variété est localisée dans la vallée de I’Oued Soummam. Elle représente 8 % du
verger oléicole algérien. Ses fruits sont petits (1 g a 29g) et sa teneur en huile est de 15% on lui
reproche une huile 1égérement acide, sa maturité et assez précoce.
Sigoise : Elle est surtout cultivée dans I’Ouest du pays, en Oranie, et plus particuliérement
dans la plaine du Sig. Elle représente 20 % des oliviers cultives en Algérie. Auto-fertile, fruit
moyen, d’un poids de 3 a 3,5 g. Rendement en huile de 18 a 20 %. Cette variété est utilisée
principalement pour la production d’olives de table en vert ou en noir.
Rougette de la Mitidja : elle est fréquente dans la plaine de la Mitidja et sur le piémont de
I’ Atlas, a faible altitude, c’est une variété a huile.
Rougette et Blanquette de Guelma : ce sont deux variétés a huile et se trouvent en mélange
dans les régions de I’Est du pays (Constantinois).
Bouchouk : Variété cultivée surtout dans la basse vallée de 1’Oued Soummam, en petite
Kabylie. Mais on la trouve également en grande Kabylie en mélange avec « Chemlal », et
dans I’Est de pays (Constantinois). Les fruits sont assez gros (3-5 g) et donnent un rendement
moyen en huile de 16 a 20 %, la variété est toutefois orientée vers la conserve.
Blanquette: Trés voisine de la Chetoui de Tunisie a fruit assez gros a noyau pointu, huile
fruitée infigeable.
3. Polymorphisme de plante

Le nombre si élevé de cultivars constituant le patrimoine variétale ol€icole, les
nombreux cas de synonymie et d’homonymie semblables rendent la classification et
I’identification variétale difficile. L’étude du polymorphisme est une caractéristique souvent
abordé en biologie. Que ce soit pour différencier des populations d’organismes, déterminer les
pathvars, cibler des populations naturelle (cas de 1’olivier) pour en apprécier les relations et
donc les distances génétiques ou déterminer 1’écotype (Bertheau et al., 1993). Les critéres
utilisés peuvent étre phénotypiques, biochimiques (isoenzyme) ou moléculaire. Cette étude de
polymorphisme permettra une meilleur identification, caractérisation et inventaire des
différents cultivars ce qui est indispensables, d’une part, pour la diminution des problémes de
confusion d’appellation (Idrissi et Ouazzani, 2003) et pour maximiser l'efficacit¢ de la

conservation du matériel génétique, sa gestion, et les activités d’amélioration d’autre part

(Carriero et al., 2002).
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3.1. Polymorphisme phénotypique

Les caractéristiques phénotypiques constituent un outil incontournable, & nos jours,
elles continuent d’étre utilisée (Stuessy, 1990). D’apres Rallo et Cidraes (1995), les méthodes
d’identification basées sur les critéres phénotypiques sont important, sous réserve que le
nombre de caracteres considéré soit suffisamment élevé et que les limites de variation soient
bien définies. Leur valeur est méme tres appréciable pour la ségrégation de variétés de zones
distinctes, en particulier lorsqu’on utilise les caractéres qualitatifs peu fluctuants. Les
marqueurs morphologiques ont ét¢ employés depuis plusieurs années pour ’identification et
la caractérisation des génotypes de différentes espéces. D’ailleurs, elles continuent a étre la
premiere étape, incontournable, pour la description, la caractérisation et la classification de
n’importe quel matériel génétique, de plus, elles sont considérées comme un outil utiles pour
examiner les accessions de n’importe quelle collection (Cantini et al., 1999).

IIs sont généralement quantitatifs et ont un déterminisme mono et polygénique.
Toutefois, ils peuvent étre influencés par des facteurs environnementaux et comprennent
d’une part des mesures biométriques portant sur la plante et d’autre part des données
qualitatives. Elles concernent 1’arbre dans son ensemble, la feuille, la fleur et surtout le fruit et

I’endocarpe (Dosba et Saunier, 1998).

C’est en 1918, que les premiers travaux de caractérisation morphologique ont été décrits pour
103 variétés d’olivier en France. Plusieurs travaux ont suivies, dont ceux de Barranco et Rallo
Romero, 1984, en utilisant des descripteurs propres a des variétés espagnoles. C’est
uniquement en 1997, que le projet « ressources génétiques de 1’olivier » c’est fixé comme
objectif principal I’uniformisation des descripteurs des variétés d’olivier dans tous les pays
oléicoles (COl, 2000).

Vingt-trois caracteres morphologiques sont actuellement utilisés pour la caractérisation
primaire des variétés d’olivier (COI, 1997). Aprés une étude portée sur le pouvoir
discriminant des principaux caracteres morphologiques actuellement utilisés, Idrissi et
Ouzzani (2003) affirment que les 23 descripteurs morphologiques étudiés et principalement
ceux ayant fait preuve d’un grand pouvoir discriminant se sont révélés suffisants pour
discriminer un nombre important de variétés d’olivier.

Des travaux basés sur les caractéres morphologiques ont permis I’identification et la
classification d’un grand nombre de cultivars d’Andalousie en Espagne (Lansari et al, 1996),

de 29 variétés répondus en Turquie (Haluk et Nurhayat, 1994). En plus de ces descripteurs
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morphologiques ou primaires, nous avons une deuxieme catégorie de descripteurs qui est
prise en compte, il s’agit des descripteurs secondaires tels les descripteurs phénologiques,
comme 1’époque de floraison ou de maturité, et les descripteurs agronomiques (Dosba et
Saunier, 1998).

Ces caracteres agronomiques, a immense intérét, sont généralement quantitatifs, a controle
mono ou polygénique et & explications complexe. Ils sont souvent soumis aux besoins et
choix commerciaux et peuvent étre regroupés en plusieurs catégories : caractere lié a la
production (précocité, rendement), vigueur de plante, qualité de fruit, résistance aux stress

biotiques (maladies et parasites) et abiotiques (stress hydrique, thermique, salinité).

3.2 Polymorphisme biochimique

Les marqueurs enzymatiques sont considérés géneralement comme neutres vis-a-vis des
conditions environnementales (Ouazzani et al. 1993). Les études qui ont concerné le
polymorphisme enzymatique du pollen (Loukas et Krimbas, 1983 ; Trujillo et Rallo, 1995 in
Ouazzani et al. 1995) et le polymorphisme alloenzymatique des feuilles (Ouazzani et al. 1993) ont
révélé une variabilité génétique tres importante.
En effet, I’¢lectrophorese d’isozymes, en permettant d’étudier les produits primaires de génes de
structure, est une technique particuliérement adaptée a 1’identification variétale chez plusieurs
espéeces fruitieres (Torres, 1989 ; Weeden, 1989 in Ouazzani et al. 1995).
Toutefois, ces marqueurs ont montré leurs limites pour I’identification des variétés étroitement
apparentées (Ouazzani et al. 1995). Les marqueurs biochimiques sont des protéines produites
par I’expression de genes et qui peuvent étre séparées par €lectrophorese afin d’en identifier
les alleles (Ghalmi, 2011). Les isoenzymes sont les marqueurs biochimiques les plus
largement utilisés en amélioration végétale (Bednorz et al., 2004 et VVoylokov et Priyatki,
2004 in Dominguez-Garcia, 2012). Elles ont été tres utilisées pour l'identification variétale
chez I’olivier. La méthodologie nécessaire pour le développement et l'utilisation de ce type de
marqueurs est relativement simple, rapide et economique (Trujillo et al., 1995).
Cependant, ces marqueurs présentent certains inconvénients. lls ont un faible niveau de
polymorphisme et dépendent du type de 1’organe analysé et du stade de développement de la
plante (de Vienne, 1998). Ils peuvent aussi avoir une expression différentielle suivant des

facteurs environnementaux et le type de tissu (Dominguez-Garcia, 2012).
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3.3. Polymorphisme moléculaire

L'importance des variations génétiques a depuis longtemps été reconnu comme un moyen qui
facilite la sélection des plantes et / ou des stratégies de conservation (Sehgal et Raina 2008).
Les marqueurs moléculaire sont des outils utiles et efficaces pour 1’étude de la variation
génetique, ils permettent la liaison entre phénotype et variation génotypique (Varshney et al.,
2005a). Ce sont des séquences codantes ou non, présentant un polymorphisme. Ils permettent
a la fois un diagnostic extrémement fin de la variabilité et la mise en place de stratégies tres
rapides de création et selection variétale (Adam et Dron, 1993). llIs renseignent sur le
génotype d'un individu, ils ne sont pas modifiés par I'environnement et peuvent étre utilisés
tout au long d'une expérimentation car ils sont observables a n'importe quel stade de
développement de la plante et sur n'importe quel organe (l'information génétique de la plante
est contenue en totalité dans toutes les cellules). Au cours des derniéres années, les progrés
réalisés dans le développement des marqueurs moléculaires a base d’ADN ont contribué a une
meilleure compréhension des ressources génétiques. Ces marqueurs moléculaires sont classer
comme suit : (i) sur base de I’hybridation : restriction fragment length polymorphisms(RFLP),
(if) marqueurs a base de PCR : random amplification marker (RAPD), (AFLP), entre simples
répétitions de séquences (ISSR) et microsatellites ou répétitions de sequences simples (SPR),
et (iii) la séquence a savoir des marqueurs a base de polymorphismes mono nucléotidiques
(SNP) (Varshney et al., 2007 ; Sehgal et Raina2008). Les principales caractéristiques des
différents marqueurs d'’ADN sont présentées dans le tableau 3.

Tableau 3 : Principales caractéristiques des différents types de marqueurs moléculaires
(Rajwant et al., 2010)

Fonctionnalités Marqgueurs moléculaires

EST-SSR; SSR, RFLP,
RAPDJ/AFLPJ/ISSR;
Besoin de Indispensable Indispensable Pas besoins Pas besoins
données de
séquence
Niveau de Faible Elevé Faible Faible a modérer
polymorphisme
Dominance Co-dominant Co-dominant Co-dominant Dominant
Cessibilité Elevé Faible a modérer Moyen & élevé Faible a modérer
interspécifique
Utilité dans la Elevé Elevé Moyen Faible a modérer
sélection assistée
par marqueurs
Co(t et travail a Faible Elevé Elevé Faible a modérer
investir
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Chez I’olivier, les marqueurs d’ADN ¢étaient largement utilisés a la fois dans des domaines de

recherches théoriques et pratiques, comme la révision de I’espéce Olea europaea, la

caractérisation de I’immense gérmoplasme de I’olivier, les programmes de sélection et la

tragabilité des cultivars de I’huile d’olive

génetiques utilisées et leur intérét ce trouve dans le tableau 2.

Tableau 2: Applications des marqueurs moléculaires basées sur I’ADN dans les études de
I’olivier (Bracci et al. 2011)

Marqueurs Développeurs Applications
Williams et al. 1990 Empreintes génétiques des cultivars.
Correspondance génétique du matériel végétal
des pépiniéres.
RAPD Détection de la variabilité intra-cultivar.
Construction de carte de liaison.
Tracabilité des cultivars dans 1’huile d’olive.
Etudes phylogénétiques.
Vos et al.1995 Empreintes génétiques des cultivars.
Détection de la variabilité intra-cultivar.
AFLP o s
Etudes phylogénétiques.
Tracabilité des cultivars dans 1’huile d’olive.
Construction de carte de liaison.
SCAR Paran et Michelmore, 1993  Empreintes génétiques des cultivars.
Tragabilité des cultivars dans I’huile d’olive
Morgante et Olivieri, 1993  Empreintes génétiques des cultivars.
SSR Construction de carte de liaison.
Analyses de paternité.
Tragabilité des cultivars dans I’huile d’olive.
Etudes phylogénétiques.
Zietkiewicz et al.1994 Etudes phylogénétiques.
ISSR Détection de la variabilité intra-cultivar.
Tracabilité des cultivars dans 1’huile d’olive.
SNP Wang et al. 1998 Empreintes génétiques des cultivars.
Polymorphisme Botstein et al. (1980 Etudes phylogénétiques.
de ’ADN
ribosomale :
RFLP
Polymorphisme Botstein et al. (1980) Etudes phylogénétiques.
de PADN Analyses de la stérilité male

chloroplastique
et mitochondrial
:RFLP

Comme mentionner si dessus il existe plusieurs types de marqueurs moléculaires, mais

chapitre sera consacré aux microsatellites SSRs.
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3.3.1 Les Microsatellites « SSRs »

v' Généralité et caractéristiques

Les microsatellites ont acquis une importance considérables dans la génétique et
I’amélioration des plantes en raison des nombreux attributs a savoir 1’ hyper-variabilité, la
nature multi-allélique, la codominance, la reproductibilité, une relative abondance, une large
couverture du génome (y compris les génomes des organites), un emplacement spécifique sur
les chromosomes et une aptitude a I'automatisation et le génotypage a haut débit (Parida et al.,
2009). Ces marqueurs ont plusieurs nomination : microsatellites (Litt et Luty, 1989), courtes
répétions en tandem (STRs, Edwards et al. 1991), répétitions de séquences simples (SSRs,
Jacob et al. 1991) ou simpleséquencede longueur polymorphe (SSLP, Tautz 1989). Ce sont
des répétition en tandem de motifs d’une taille de 1-6 pbavec t une occurrence fréquente dans
tous les génomes procaryotes et eucaryotes (Zane et al., 2002).

L'existence de microsatellites a été démontrée par Hamada et al. (1982) dans divers
eucaryotes allant des levures aux vertébrés. Des études ultérieures de Delseny et al. (1983) et
Tautz et Renz (1984) confirme I'abondance des microsatellites dans les plantes et dans de
nombreux autres eucaryotes. En maniere générale le génome des plantes est riche en motif
répétée « AT », alors que chez les animaux le motif répétée le plus commun est « AC ». Ce
caractere semble étre une caractéristique distinctifs entre le génomes des plantes et celui des
animaux (Powell et al., 1996).lls sont présents a la fois dans les régions codantes et non
codantes a travers tous le génome nucléaire. On peut également les trouvés dans I’ADN
chloroplastique (Provanet al.,2001 ; Chung et al., 2006) et mitochondrial (Soranzo et al.,
1999 ;Rajendrakumar et al.,2007).Les microsatellites se caractérisent par un faible degré de
répétition par locus (5-100), une dispersion aléatoire d’environ (10*-10°) & travers le génome
(Tautz 1993) et un polymorphisme de longueur tres élevé (Zane et al., 2002).

v Classification

On peut les classés de diverse maniére, en fonction de leur taille, du type du motif
répété et leur localisation. En fonction du nombre de nucléotide par unité de répétition, les
SSRs sont classer comme mono-, di- ; tri- ; tetra- ; penta- ou hexanucléotide (tableau04). En
fonction de I’arrangement de nucléotides dans les motifs répétés Weber et al, 1990 a utilisé
les termes) a utilisé les termes parfait, imparfait et microsatellites composés. Tandis que
Wang et al. (2009a) les classe comme parfait simple, simple imparfait, parfait composé.

Les répétitions parfaites sont la répétition d'un seul motif, alors que dans l'imparfait les

répétitions parfaites sont interrompus par des motifs non-répétées a certains endroits.
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Dans les microsatellites composés, nous avons deux motifs de répétition de base qui sont
présents ensemble dans diverses configurations. Jarne et Lagoda (1996) ont inventé les
termes pur et interrompu pour les répétitions parfaites ou répétitions imparfaites,
respectivement, comme indiqué dans le tableau 4.

Tableau 4: Classification des microsatellites (Kalia et al, 2010)

(A) En fonction du nucléotide répété

Mononucléotide (A) n
Dinucléotide (CA)
Trinucléotide (CGT) ,,
Tetranucléotide (CAGA) ,
Pentanucléotide (AAATT)
Hexanucléotide (CTTTAA)

(B) En fonction de arrangement des nucléotides dans le motif répété (Weber 1990 ;

Jarne and Lagoda 1996 ; Wang et al 2009a)
Pure, parfait ou simple parfait (CA)
Simple imparfait (AAC) , ACT(AAC) ,
Composeé ou simple composé (CA) , (GA) n
Imparfait ou composé imparfait (CCA), TT (CGA) ,

(C) En fonction de la localisation du SSR dans le génome
Nucléaire (nuSSRs)
Chloroplastique (cpSSRs)
Mitochondriale (MtSSRs)

v’ Distribution et applications

La plupart des SSR génomiques sont nucléaires, cependant, ils sont également
rencontres dans I’ADN mitochondriale ou chloroplastique. Sur la base de leur emplacement
dans le génome, les microsatellites peuvent étre classé comme nucléaire (nuSSR),
mitochondrial (mtSSR) ou chloroplastique SPR (cpSSR). Weising et Gardner (1999) ont
découvert pour la 1% fois des (cpSSR) chez Nicotiana, alors que (MtSSR) ont été découvert
par Soranzo et al (1999) chez les espéeces Pinus. De nombreuses sources de données ont
démontré que les microsatellites constituent une fraction importante de I'ADN non codante.
Toutefois, de récents travaux ont affirme la présence de SSRs dans des régions transcribtable
du génome (Figure 5), comprenant des génes codant pour des protéines et des (ESTS)

« expressedsequence tags » (Mogante et al. 2002 ; Li ert al. 2004).
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Figure 5 : Schéma résumant le développement, la distribution, les fonctions et applications

des microsatellites

Par exemple, dans les céréales (mais, blé, orge, le sorgho et le riz), seulement 1,5-7,5% SSR

sont localiser dans des ESTs (Kantety et al. 2002 ; Thiel et al. 2003). Les répétitions de

dinucléotides sont les plus courantes dans de nombreux espéces, ils sont beaucoup moins

fréquents dans la région codante que dans les régions non codantes (Li et al. 2002; Wang et

al.1994).Chez de nombreuses especes, les exons sont riche en SSR tri-nucléotidique que

d'autres répétitions (Morgante et al 2002;. Li et al. 2004). Cette dominance en répétions de

triplets sur d'autres répétitions dans les regions codantes peuvent étre expliqués sur la base de

la suppression de la SSR non-trimeres dans les régions codantes éventuellement due au

changement de cadre de lecture avec une augmentation ou diminution en nombre d'unités de

répétition. Chez les plantes, la tri nucléotide la plus frequente est AAG (Li et al., 2004), bien
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que, dans les céréales, la plus commun est GCC (Cordeiro et al.2001; Varshney et al. 2002;
Thiel et al. 2003).

L'abondance de la répétition GCC est une caractéristique spécifique des
monocotylédones qui peut étre expliquer par le contenu accru en GC (Morgante et al., 2002),
ou la fréquence élevées de certains acides aminés. En général la fréquence des microsatellites
est inversement proportionnelle a la taille du génome dans les plantes, mais le pourcentage de
L'ADN répétitif semble rester constante dans les régions codantes (Morgante et al., 2002)
avec chez les dicotylédones des mono-nucléotide répétées et des répétitions de tri-nucléotides
chez les monocotylédones (Lawson et Zhang 2006).La fonction des génes contenant des SSR
ainsi que leur rdle pour les végétaux sont moins étudiés et reste mal compris(Varshney et al.,
2005a). Fujimori et al. (2003) ont suggéré que les microsatellites situés a haute fréquence
dans les régions 5°UTR des génes de plantes flanquant peuvent potentiellement agir comme
des facteurs dans la régulation de l'expression génique. Dans le cas du riz, la teneur en
amylose a éteé corrélée avec la variation du nombre de GA ou CT répéte dans le 5’UTR du
cireux géne (Bao et al., 2002). Dans un autre exemple, ils ont trouvé que (GCC) n dans le
5’UTR des genes de la protéine ribosomique du mais est impliqué dans la régulation de la
fertilisation (Dresselhaus et al., 1999).

Ces marqueurs sont adaptés aux études de populations étroitement apparentées et
permettent méme les comparaisons entre individus ou cultivars (Takezaki et Nei, 1996 ;
Hokansonet al., 1998; Westman et Kresovich, 1997). Grace a leur grand contenu informatif,
10 a 20 loci suffissent pour distinguer des génotypes trés proches. Ils ont été utilisés aussi bien
dans I’étude de la diversité génétique que dans 1’¢laboration des cartes génétiques du blé, de
I’orge et du soja (Roder et al.,1995; Peakallet al., 1998; Ramsay et al., 2000). En plus, ce sont
de marqueurs multi-alléliques d’ou leur usage dans les études phylogénétiques et de
I’évolution des espéces. Ainsi, Mhameed et al.,(1997) utilisant ces marqueurs ont pu établir

un arbre phylogénétique composé de Persea americana et ses especes sauvages.

28



Chapitre I : Synthése bibliographique \

I1I. L’huile d’olive : étude physico-chimique et organoleptique
L’huile d’olive est un produit polyvalent, elle est I’une des principales composantes du

régime dit « méditerranéen », préconisée par de nombreux diététiciens, elle acquit par ailleurs
une place essentiel dans la recherche de ses propriétés médicinales et cosmétiques. Elle est
caractérisée par sa composition particuliere en acides gras, en composés mineurs appartenant
a la fraction insaponifiable des huiles végétales. Ses caractéristiques physicochimiques et
organoleptiques sont définies par la norme commerciale du Conseil Oléicole International
(COI, 2009) et au niveau européen, par I’annexe I du réglement (CEE) n° 2568/91 (CEE,
1991). La variété influence principalement les caractéristiques organoleptiques de I'huile
d'olive (Psyllakiset al., 1980).La production d'olive et la qualité d'huile extraite dépendent trés
fortement du cultivar (Ouaouich et Chimi, 2007). Chaque variété donnera une huile d'olive
avec un profil sensoriel qui lui est propre (Demnati, 2008).
1. Classification et composition de I'huile d’olive

Huiles d’olive vierges sont des huiles obtenues a partir du fruit de 1’olivier,
uniquement par des procédés mécaniques ou d’autres procédés physiques dans des conditions,
thermiques notamment, qui n’entrainent pas l’altération de I’huile, et n’ayant subi aucun
traitement autre que le lavage, la décantation, la centrifugation et la filtration. Elles font
I’objet du classement et des dénominations ci-apres : vierge extra, vierge fine, vierge
courante, vierge lampante. Ces diverses catégories qui correspondent a une certaine qualité
sont définies en fonction de 1’acidité de 1’huile, de son indice de peroxyde ainsi que d’autres
criteres chimiques et qualités organoleptiques (Perrin, 1992).Les différentes catégories d’huile
d’olive ainsi que les limites des critéres de qualité établies par le COI (2003) sont représentées

dans le tableau 5.

Tableau 5 : Les différentes catégories d’huile d’olive et leurs critéres de qualité (COI, 2003)

Acidité Indice de Extinction spécifique Caractéristiques
€) peroxyde dans I’'UV Organoleptiques
Catégorie (mEgqO2 270nm AK 232nm Médiane Médiane
Q)
1-Huile d’olive <0,8 <20 <0,22 < <2,5 Me=0 Me>0
vierge extra 0,01
2-Huile d’olive <20 <0,25 < <26 0<Me<2,5 Me>0
vierge fine <2,0 0,01
3-Huile d’olive <33 <20 <0,30 < _ 2,5<Me<6 _
vierge courante 0,01
4-Huile olive >3,3  Non limité _ _ _ Me > 6 _
vierge lampante

29



Chapitre I : Synthése bibliographique \

2. Caractéristiques de I'huile d’olive
2.1 Caractéristiques physico-chimiques de I’huile monovariétale
Acidité
C’est un indicateur permettant d’évaluer 1’altération de la matiére grasse. Il est exprimé en
pourcentage d’acide oléique. Ce critere conduit a la classification des huiles vierges comme
mentionner dans le tableau 5.
Indice de peroxyde
L’altération chimique des corps gras provoquée par I’oxygeéne de I’air débute par la formation
d’un peroxyde. La norme internationale pour les huiles d’olives, fixe le minimum de cet
indice a 20meq d’oxygene actif par Kg d’huile.
Spectre en lumieére ultra-violet
Il est utilisé pour détecter les composées oxydées dans une huile d’olive vierge. Cette huile
accuse un pic d’absorption a 230-208nm et est transparente au-dela de 210nm. Les composés
provenant de son oxydation présentent des absorptions de longueurs d’ondes suivantes :

e 232nm pour les hydroperoxtdes

e 270nm pour les composés carbonylés

e 260, 268, 280, nm pour les triénes conjugués
Ces trois paramétres permettent d’évaluer le degré de dégradation de I’huile d’olive.
3. Composition chimiques
Comme tout huiles végétales, I’huile d’olive est composé d’une fraction saponifiable
(triglycerides, phospholipides,...) constituée d’acides gras et de leurs dérivés, et d’une
fraction insaponifiable (composantes mineurs) qui comprend les stérols, les alcools
aliphatiques, les pigments, les hydrocarbures, les composés aromatiques, les tocophérols et les
composés phénoliques (Berra, 1998). La composition chimique de 1’huile d’olive dépend
largement de la variété du fruit, des conditions agronomiques, du degré de maturite, des
procédés d’extraction et des conditions de stockage (Dugoet al., 2004). Le tableau 6 indique

ces différents constituants.
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3.1 Fraction saponifiable
La fraction saponifiable représente environ 99 % de la composition de I’huile d’olive. Elle se
compose essentiellement de :

a) Les glycérides
Les triglycérides sont les majoritaire de I’huile d’olive (95,4 %), les diglycérides ne
représentent qu’environ 1-2,8 % (Zarrouk et al., 1996; Boskou et al., 2006a).

b) Les acides gras
La composition en acide gras de I’huile d’olive est dominée par 1’acide oléique (C18 :1),
I’acide linoléique (C18 :2), I’acide palmitique (C16 :0) et 1’acide stéarique (C 18 :0) (Ryan et
al., 1998). L’acide oléique, présent en grande quantité, distingue 1’huile d’olive des autres
huiles alimentaires (Visioli et Galli, 1998 ; Ait Yacine et al., 2002).
3.2 Fraction insaponifiable
Dénommés constituants mineurs de I’huile d’olive, ils représentent environ 2% de I’huile
d’olive ou ils sont introduits plus de 230 composés différents (Visioli et Galli, 1998; Ramirez-
Tortosa et al., 2006). Ce sont des composées phénoliques, des stérols, des composes
aromatiques, des pigments (chlorophylle et caroténoides) et des tocophérols (vitamine E) qui
ont un role important dans la stabilisation de I’auto-oxydation, et constituent une source
alimentaire importante.
Tableau 6 : Les fractions saponifiable et insaponifiable de 1’huile d’olive et grignions d’olive

(ONUDI : organisations des nations unis pour le développement industriel, 2007)

Composants Teneurs

1/ Acide gras
v Acide myristique <0,05%
v Acide palmitique 7.5-20%
v Acide palmitoléique 0.3-3.5%
v Acide heptadécanoique <0,3%
v Acide héptadécénoique <0,3%
v’ Acide stéarique 0.5-5.0%
v' Acide oléique 55.0-83.0%
v Acide linoléique 3.5-21.0%
v Acide linolénique <1,0%
v Acide arachidique <0,6%
v Acide gadoléique <0,4%
v Acide béhénique <0,2%
v Acide lignocérique <0,2%

2/ Acide gras trans
v C18:1T <0,05%
v’ C18:2T+C18:3T <0,05%

3/ Stérols et dialcolls triterpéniques

e
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v Desméthylstérols <0,05%
-Choléstérole <0,1%
-Brassicastérol <4,0%
-Campestérol /
-Stigmasterol <0,5%
-Delta-7stigmastérol >93.0%

-Bétasistérol+delat-5avénostérol+delat-5-23-
stigmastadiénol+clérostérol+sistostanol+delta

delat-5-24- stigmastadiénol. >1000mg/kg

v Stérols totaux <4,5%

v' Erythrol et uvaol (%des stérols totaux)
4/ Cires : C40+C42+C44+C46 <250mg/kg
5/ Stigmastadiénes <0,5mg/kg
6/Acides gras en position2 dans les triglycérides :
Somme des acides palmitique et stéraique (% des <1,5%
acides gras en position2)
7/ Insaponifiable < 15g/kg

4. Caractéristiques organoleptiques
L’huile d’olive est un liquide limpide, transparent; jaune ou jaune vert, d’odeur
caractéristique, pratiquement insoluble dans I’alcool, miscible a I’éther diéthyilique et a
I’éther de pétrole. Ces attributs sensoriels d’une huile ont été classés en deux catégories : les
attributs positifs et les défauts.
Il existe 3 grands attributs positifs (COI, 2007) :

% Amer : il est défini comme le gout élémentaire caractéristique de 1’huile obtenue

d’olives vertes ou au stade de la véraison, pergu par les papilles caliciformes formant

le V lingual.

*

K/
*

Fruité : ensemble des sensations olfactives caractéristiques de 1’huile, dépendant de la
variété des olives, provenant de fruits sains et frais, percues par voie directe ou réetro-
nasale. Le fruité vert correspond aux caracteristiques rappelant les fruits verts a

I’inverse du fruité mir qui témoigne d’une récolte des olives plus tardive.

K/

% Piquant : sensation tactile de picotement, caractéristique des huiles produites au début
de la campagne, principalement a partir d’olives encore vertes, pouvant étre percue
dans toute la cavité buccale, en particulier dans la gorge.

D’autres attributs négatifs moins courants ont également été décrits par le COl. Parmi ceux-ci

le cuit ou brdlé (d0 a un réchauffement excessif et prolongé de la pate lors du malaxage), le «

vers » (olives ayant subi une attaque de la mouche de 1’olivier, Bactrocera Oleae) ou encore le

bois humide (olive ayant subi une congélation sur 1’arbre avant récolte).
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1. Etude du polymorphisme phénotypique chez I'olivier

1.1 Echantillonnage

~

Pour la caractérisation morphologique nous avons procedés a la cratérisation

phénotypique de 7 cultivars d’olivier durant les années 2011,2012 et 2013. Ce travail a été

réalisé au cours de la période de dormance,
I’ Arboriculture Fruitiére et de la Vigne (I.T.A.F.V) situé a Takerietz.

sur le site de IInstitut Technique de

Le choix des cultivars

étudié a eté basé sur le nombre de pieds présents, 1’utilisation des fruits, et I’importance de la

surface de culture des cultivars. En effet,

la répartition géographique des variétés étudiées est

représentée dans le tableau 7, en se référant au catalogue des variétés algériennes de 1’olivier de
I'LT.A.F.V (Mendil et Sebai, 2006).

Tableau 7 : Nom du Cultivar, synonymes, origine, diffusion et utilisation
(Mendil et Sebai, 2006)

Synonymes Origine Diffusion sur le  Utilisation
territoire
I national
Aghchren de 03 Pas de Hammam Restreinte Double
titest synonyme Guergour (Sétif) aptitude
connus
Aguenaou 04 Agnaw Bousselah Restreinte Double
(Sétif) aptitude
Blanquette de 04 Pas de Guelma Assez Huile
guelma synonyme répondue dans
connus le Nord-Est
Constantinois
(Skikda et
Guelma)
Chemlal 04 Achamlal, Kabylie Occupe 40% du Huile
Achamli, verger oléicole
Achemlal Algérien
Limli 04 Imeli, limeli Sidi Aiche Occupe 8% du Huile
(Bejaia) verger oléicole
Algérien
Rougette de 04 Pas de Plaine de Restreinte Huile
Mitidja synonyme Mitidja
connus
Sigoise 04 Olive de Plaine de sig Occupe 25%du Double
Tlemcen, Olive (Mascara) verger oléicole  aptitude
du Tell Algérien
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1.2 Méthodologie

La méthodologie de travail suivie pour la caractérisation phénotypique a été prise telle qu’elle
a été proposée dans le catalogue des variétés Algériennes (Mendilet Sebai 2006) et le
catalogue mondial des variétés d’olivier (Cimato. 2000). La caractérisation des variétés
¢tudiées a concerné la description morphologique des principaux organes de 1’arbre (feuille,
fruit, et endocarpe). Vingt-trois caracteres morphologiques, actuellement utilisés pour la
caractérisation primaire des variétés d’olivier (Barranco et Rallo 1984), ont été retenus pour
cette étude. Chaque caractére présente 2 a 4 catégories. Les observations ont porté sur (3-4)
individus par cultivar.

a/ Descripteurs de I’arbre

La vigueur

Fait référence aussi bien aux dimensions de I’arbre qu’a la capacité intrinseque des branches
principales et des rameaux a croitre en longueur et en épaisseur. Trois catégories ont été
distinguées : faible, moyenne et éleveée.

Le port

Décrit la distribution naturelle des charpentiers et des rameaux, indépendamment de la forme
adoptée et de la vigueur. On distingue trois classes de port : retombant, étalé et dressé.

La densité du feuillage

Elle fait référence a I’abondance de végétation de la frondaison qui peut étre mesurée par la
possibilité de pénétration de la lumiére. Elle est classée en trois catégories : lache, moyenne et
compacte.

s Port retombant
Port étalé
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b/Descripteurs de la feuille

Au total 4 descripteurs ont été utilisés, dont trois sont quantitatifs et un est qualitatif. Ils ont été
observés sur un échantillon de quarante feuilles adultes, récoltées, sur la partie médiane de 10
pousses de I’année, et ont été choisies parmi les plus représentatives et situées sur la partie de
I’arbre orientée vers le sud, a hauteur d’homme.

Longueur
Réduite (<5cm)
Moyenne (5-7cm)
Elevée (>7cm)
Largeur
Réduite (<1cm)
Moyenne (1-1,5cm)
Elevée (>1,5cm)
Forme
Elliptique (L/I<4)
Elliptique-lancéolée (L/I 4-6)
Lancéolée (L/1>6)
La courbure longitudinale du limbe
Permet de classer la feuille en 4 catégories :
Epinastique
Plane
Hyponastique
Héicoidale

FORME

Lloptigue Elliptigue - lancéoide tanceolds

COURBURE LONGITUDINALE DU LWASE

Epinass iguse Plarne ryDonostiQue IS I C VDD

Figure N° 6 : Descripteur de la feuille (COI, 1997)
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c/ Descripteurs du fruit
Les descripteurs ont été utilisés sur un échantillon d’une quarantaine de fruits récoltés sur la

partie mediane de rameaux fructiféres, choisis parmi les plus représentatifs et situés sur la
partie de 1’arbre orientée vers le sud. De plus, les fruits les plus petits et les plus gros ainsi que
ceux qui pressentant des malformations ont été elimines.
La description du fruit a été réalisée a la fin de la véraison. Pour certains marqueurs du fruit,
deux positions ont été considérées :
v" Position "A" : ou le fruit présente généralement son asymétrie maximale en le prenant
par ces deux bouts entre I’index et le pouce ;
v" Position "B" : résulte de la rotation du fruit de 90° de maniére a tourner la partie la
plus développée vers I’observateur.

Le poids :
Réduite (<29) ;
Moyen (2-49) ;
Elevé (4-69) ;
Tres élevé (>6Q).

La forme en position "A "Elle est déterminée en fonction du rapport longueur (L) et
largeur (I) en:
Sphérique (L/1<1,25) ;
Ovoide (L/I<1,25-1,45) ;
Allongée (L/1>1,45).

La symétrie en position "A: "
Elle est déterminée par la correspondance entre ses deux moitiés longitudinales :
Symétrique ;
Leégerement

asymétrique ;
Asymeétrique.

FORME

. P —

SYMETRIE

e
AL Loy v e nt g W d O Ao

Figure N°7 : Descripteur du ‘ \

fruit (COI, 1997)
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La position du diamétre transversale maximal
par rapport au pédoncule (position "B "':
Vers la base ;
Centrale ;
Vers le sommet

SOMNET
Moantu Arroviat

Le sommet en position "A: "
Pointu ;
Arrondi.

La base en position "A: "
Tronquée ;
Arrondie.

BASE
Le mamelon : C’est le point stylaire du fruit qui Trenguse Arronctie

peut étre :
Absent ;
Présent.

La présence de lenticelles :
Est déterminés lorsque le fruit est complétement
développé mais encore vert. Elles peuvent étre :
Peu nombreuse ; Abreme
Nombreuse.

NAMELON

Les dimensions des lenticelles :
Petites ;
Grandes.

FRESENCE DE LENTXELLES
VU COTEIVOE S NOoOTOreutes

COENSON DES LENTICELLES

Serites Cronmn= e

Figure N°8 : Descripteur du fruit (COIl, 1997)
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d/ Descripteurs de I’endocarpe :

~

Est défini comme la partie interne, lignifiée, du fruit qui protége la graine ou amandon et sur

laquelle on procéde aux observations structurelles. On désigne habituellement par « noyau »

I’ensemble formé par 1’endocarpe et la graine. L’évaluation a été faite sur 40 fruits. Comme,

pour le fruit, il est fait référence, pour certains marqueurs a deux positions :

*La position « A », qui correspond normalement a la position d’asymétrie maximale, ou la

suture du carpelle est visible par 1’observateur,

*La position « B », celle résultant de la rotation de 90°de la position « A », de maniere a

tourner la partie la plus développée vers I’observateur. En générale, les descripteurs de

I’endocarpe présentent un pouvoir discriminant trés élevé pour I’identification des variétés de

I’olivier.

Le poids : Dans I’hypothése ou chaque variété a été cultivée dans des conditions

agronomiques normales pour sa zone de culture, les catégories
suivantes ont été definies :

Réduite (< 0,30) ;

Moyenne (0,3-0,459) ;

Elevée (> 0,45cm).

La forme (en position A): Est déterminée en fonction du
rapport entre la longueur (L) et la largeur (1) :

Sphérique (L/1<1,4) ;
Ovoide (L/1<1,8) ;
Elliptique (1,8< L/ <2,2) ;
Allongée (L/1> 2,2).

La symétrie en position "A ": Est déterminé par la
correspondance entre ses deux moitiés longitudinales :

Symeétrique ;

Légérement asymétrique ;

Asymétrique.
La position du diamétre transversal maximal du noyau par
rapport au point d’insertion (en position B) : selon sa
situation elle peut étre :

Vers la base (situé vers I’insertion) ;

Centrale ;

Vers le sommet.

:!:I\ r\\
: ‘:
\o" w
FORVE
DX Omvde  ENDiQue Aoy
“ ‘
SYMETRIE

VLG Lgtere ogewtrione Anyrmwlriue
\
Py '\\

5

POSTION DU CUAVETSE TRANGVERSALE MAMAL

Wora (o hawe (ertro'e  Versle vl

Figure N° 9 : Descripteur de I’endocarpe (COI, 1997)

39




Le sommet en position "A: "

Chapitre 11 : Matériels et méthodes \

/ -
Pointu ; ;
Arrondi. >
SOVIMET
Feintu Arron
La base en position "A " A A
Tronquée ; 3]
Pointue ; .
: BASE
Arrondie. OGOt Polntie =
La surface: Est déterminée en fonction de la — ,;I\\

. ! 12\ ‘ b
profondeur et de [I’abondance des sillons {7 o) ! %
fibrovasculaires : - e o~

eca - : SURFACE
Llsse ! Livse Rusweuss Rabolewse
Rugueuse ;
Raboteuse. g TR

L’extrémité du sommet :
Sans mucron ;
Avec mucron.

EXTREMITE CU SOMVET

Sans mucron Ares mucron

Figure N°10 : Descripteur de 1I’endocarpe (COI, 1997)
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2. Descripteurs de I'huile d’olive
Sept échantillons d’huile d’olive ont été caractérisés durant la compagne 2012/2013.

Les caracteristiques, synonyme et rendement en huile des cultivars étudiés sont représentées
dans le tableau 8, en se référant au catalogue des variétés algériennes de I’olivier de
I’LT.A.F.V (Mendil et Sebai, 2006).

Tableau 8 : Caractéristiques agronomiques connues des variétes (Mendil et Sebai, 2006)

Cultivar Synonymes Rendement en
huile (%)

Aghchren de titest Pas de synonyme connus 14318
Aguenaou Agnaw 16 a20
Blanquette de guelma Pas de synonyme connus 18 a 22
Chemlal Achamlal, Achamli, 18422

Achemlal
Limli Imeli, limeli 20a 24
Rougette de Mitidja Pas de synonyme connus 18a 20
Sigoise Olive de Tlemcen, Olive du 18422

Tell

2.1 Récolte et extraction de I'huile
La récolte des olives a été réalisée a la main sur différents arbres adultes a hauteur d’homme
et aux quatre points cardinaux de I’arbre. Les fruits bien homogénéisés ont été transportés
dans des caisses en plastiques aérées et puis lavés.
L’extraction de I’huile des différents échantillons d’olives a
été effectuée au niveau du laboratoire de I'LT.A.F.V de
Takerietz au moyen d’un oléodoseur (Levi-Dilon-
Lerogsame), selon les étapes suivantes :

v' Le broyage par un broyeur a marteau ;

v' Le malaxage a été effectué en deux temps : 10
minutes sans eau et 10 minutes apres ajout de 50 ml
d’eau a 30°C pour 920g de pates d’olives.

v' La centrifugation, pendant une minute, de la pate

malaxée a une vitesse de 4845 tours /min; pour Figure N°11 : Oléodeuseur utilisé pour

séparer la phase liquide et solide. I>extraction de I’huile
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Aprés décantation, les huiles ont été recueillies dans des flacons en verre ombré, remplis,
étiquetés et conservés a une température de 4°C.
2.2 Détermination des indices de qualité de I'huile d’olive
La qualité de I’huile d’olive se caractérise principalement par 3 facteurs : le taux d’acidité,
I’indice de peroxyde et 1’absorbance spécifique dans 1’Ultraviolet.
2.2.1 Acidité

Elle représente la proportion d’acides gras libres, qui apparaissent lorsque les
triglycérides de 1’huile d’olive sont dégradés. Le taux d’acidité est un indicateur de la
dégradation de I’huile, due soit a un traitement sanitaire avant la récolte, une utilisation
d’olives trop mires, de mauvaises conditions de récolte ou de stockage. Elle est exprimée en
% d'acide oléique libre, déterminé selon la méthode 1SO 660, qui consiste en un titrage des
acides gras libres présents par une solution éthanolique d’hydroxyde de potassium. En fait, un
échantillon d’huile de 5 ml a été solubilis¢é dans 20 ml d’un mélange (V/V) d’oxyde
diethylique-éthanol a 95%. Le mélange a été titré, en agitant, avec une solution d’hydroxyde
de potassium a 0,1N jusqu’a un virage de I’indicateur coloré (la phénolphtaléine), vers le rose,
persistant pendant au moins 10 secondes. L’acidité est exprimée en pourcentage de poids

d’acide oléique selon la formule suivante :

A % (d’acide oléique) = (V — Vo)* (N *M/ 10*m)

Avec :

V et Vo : volume en ml de KOH nécessaire pour neutraliser 1’échantillon et le blanc,
respectivement ;
N : normalité de I’hydroxyde de potassium ;
M : masse molaire g/ml de I’acide ol€¢ique qui est égale a 282 g/ml ;
m : masse en g de la prise d’essai.
2.2.2 Indice de peroxyde

Le rancissement d’une huile est di & une oxydation des acides gras insaturés de 1’huile
d’olive. Cette oxydation se fait en plusieurs étapes. L’indice de peroxyde est un controle de
I’état d’avancement de la premiere étape. Plus cet indice est élevé, plus I’huile est oxydée.

Cette oxydation est inéluctable mais des précautions prises lors de la récolte, de la trituration

et du stockage permettent de la retarder. L’indice de peroxyde représente la quantité des
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substances de I’échantillon exprimées en meq d’O2 actif /Kg, qui oxydent I’iodure de

potassium.

La méthode utilisee pour le calcul est celle d’ISO 3960. Un échantillon de 2 g d’huile
est introduit dans une fiole a col rodé, 10 ml de chloroforme sont ajoutés, tout en agitant, afin
de dissoudre I’huile ; suite a quoi 15 ml d’acide acétique glaciale et 1 ml d’iodure de
potassium saturé sont ajoutés, la fiole est bouchée rapidement, puis agitée vigoureusement
pendant 1 minute et laissée a 1’obscurité pendant 5 min a température ambiante. Par la suite,
75 ml d’eau distillée sont ajoutés ainsi que quelques gouttes d’empois d’amidon, le tout est
titré avec le thiosulfate de sodium (Na2 S2 O3) a 0,01N en agitant vigoureusement. L’indice
de peroxyde est donné par la formule ci-apres :

IP =N (V-V0) *1000/m (meq d’02 /Kg)
Avec :

N: normalité Na2S20s;

V, Vo: volume en ml de Na2S203 nécessaire pour le titrage de 1’échantillon et de 1’essai a blanc,
respectivement ;

m : masse en gramme de la prise d’essai.

2.2.3 Absorbance spécifique dans I'Ultraviolet

La détermination des absorbances spectrophotométriques spécifiques dans I'UV, aux
longueurs d'ondes de 232 et 270 nm, permet d'évaluer I'état d'oxydation des huiles.
L’extinction spécifique est déterminée selon la méthode ISO 3656. Aprés filtration des
échantillons d’huiles a travers le sulfate de sodium anhydre, une solution a 1% d’huile dans le
hexane est préparée. L’absorbance est mesurée a deux longueurs d’ondes 232 nm et 270 nm.
Les coefficients d’extinction E232 et E270 sont exprimés par I’équation suivante :

E=A1 /C=x1

Avec

E : extinction spécifique a la longueur d’onde 4 ;
AL :absorbancea 1 nm ;

C : concentration de la solution en g/100 ml ;

| : épaisseur de la cuve en centimetre.
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2.3 Détermination des biophénols totaux

L’estimation de la teneur en composés phénoliques a été réalisée selon la méthode
COI/T. 20/Doc.n°29. Il s’agit d’une extraction des composeés mineurs polaires de nature
biophénolique directement a partir de I’huile d’olive au moyen d’une solution méthanolique,
suivie de leur dosages par HPLC ™ Agilent 1260 Infinity " muni d’un révélateur UV a 280 nm
et une colonne chromatographique (4.6mm*250mm) a phase inverse C18, de type Zorbax
Eclipse plus 5um.
La concentration en composés phénoliques des extraits de I’huile d’olive est déterminée par le
calcul du rapport entre les facteurs de réponses des étalons externes RRFgir (acide
Syringique et Tyrosol) qui permet d’exprimer le résultat final en Tyrosol, en utilisant I’acide
Syringique comme étalon interne. Les concentrations en biophénols totaux des extraits

méthanoliques d’huile d’olive sont exprimées en mg/Kg de Tyrosol.

2.4 Identification des acides gras dans I'huile d’olive par GC/MS
2.4.1 Préparation des esters méthyliques

Les esters méthyliques sont préparés suivant la méthode ISO 8262-3. Un aliquote de 0,29
d’huile est dissout avec 5ml d” hexane pour chromatographie, a laquelle sont ajoutés 0,2ml de
solution méthanolique d’hydroxyde de potassium (2N), le tout est agité énergiquement pendant
30S, puis centrifugés a 3000tours/min pendant 5 minutes. Ensuite, 2 gouttes du surnageant
sont prélevées et mélanger avec 1 ml d’hexane.
2.4.2 Dosage
Les esters méthyliques sont analysés par une GC 7890B/MSD 5977A "Agilent
technologie” couplée a une source d’extracteur d’ions. La séparation est réalisée sur une
colonne capillaire DB Wax de type polyrthylene glycol (60m, 0.25mm, 025, pm), alimentée
en hélium comme un gaz vecteur avec un débit de 0.5ml/min. Le volume d’échantillon injecté
est 1ul de solution dans I’hexane. La température initiale de la colonne est de 200C° (durant
20min) avec une rampe de 2C°/min jusqu'a 210C° (durant 10min), puis une rampe de
2C°/min pendant 10min jusqu'a 220C° pendant 5 min.
L'injection est réalisée en mode splitless a une température de 250C°, avec des températures
de la ligne de transfert et du bloc de 280C° et 230C°, sont respectivement. L'acquisition en
spectrométrie de masse est réalisée en mode « impact électronique » a 70eV avec un balayage

du domaine de 50 a 600 UMA (unités de masse atomique) a 2.83 scan/s. L’identification est
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effectuée en se basant sur I’interprétation des spectres de masse en les comparants avec les
spectres de la librairie NIST et WILY.

3. Etude du polymorphisme génotypique

3.1 Matériel végétal

Au total, un nombre de 58individus (arbres) ont été sélectionnés pour procéder a une analyse
de la diversité génétigue moyennant 11 marqueurs SSR (GAPU 101, GAPU 103A,
GAPUT71A, GAPU71B, GAPU59, UD099-012, UD099-028, UD0O99-039, UD099-043,
DCAQ9 et DCA18). Deux sites ont été choisis, sur le premier situé au niveau de la collection
nationale de germoplasme ((Takeriets, Béjaia, latitude 36.24, longitude 6.57 and altitude
63.30), les échantillons de feuilles ont été prélevées surd5 arbres, représentés par 21 cultivars.
Le second site, situé dans la commune de Sofiana (Batna, latitude 35.41, longitude : 5.62 et
altitude 708.33), les échantillons de feuilles ont été prélevés sur 13 pieds de 7 cultivars (Fig.

1). Les arbres ont un age qui varie de 30 ans a une centaine d’années.

En effet, il a été procédé a la collecte d’un jeune rameau par arbre et leurs feuilles ont été
choisies parmi celles n’ayant pas présentées de symptébmes de maladies. Les feuilles ont été
séchées dans 1’étuve a 27°C pendant 5 jours. Ensuite, elles ont ét¢ déposées dans des

enveloppes pour assurer leur conservation jusqu’a I’extraction de I’ADN.

3.2 Les marqueurs moléculaires

Les marqueurs moléculaires basés sur I’ADN sont des outils versatiles dans divers
champs comme la taxonomie, la physiologie, I'embryologie, la génétique, etc. Un marqueur
moléculaire est un locus polymorphe qui renseigne sur le génotype de I’individu qui le porte.
Un marqueur idéal doit étre a hérédité simple, multi-allélique et co-dominant. Les marqueurs
neutres et co-dominants sont nécessaires pour analyser la structuration des populations. En
général, ils permettent de caractériser un génome de maniére fiable, spécifique et rapide. La
majorité des stratégies de marquage moléculaire détecte des mutations ponctuelles de la
séquence d'’ADN (comme par exemple les techniques : AFLP Amplified fragment length
polymorphism, RFLP
Restriction fragment length polymorphism ou SNP Single nucleotide polymorphism), ou bien
des modifications du nombre de copies de motifs répétés trés courts de type microsatellites.
3.2.1 Les microsatellites (Simple Sequence Repeat, SSR)

Les marqueurs simple séquence répétée (SSR), également connus sous le nom de
microsatellites sont des séquences d’ADN, constituées de répétitions en tandem de motifs

mono- di-, tri- ou tétra nucléotidiques localisées dans une région codante ou non codante du
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génome chez les procaryotes (Tautz, 1989) et chez les eucaryotes (Zane et al., 2002). Les
microsatellites (répétitions de séquences simples) ou STR (séquences répétées en tandem)
sont des séquences d’ADN longues composées de quelques nucléotides (2 -6 paires de base
(pb)) répétées plusieurs fois en tandem (Tautz et al., 1986. Litt et Lutyy, 189). Ce sont les
marqueurs de choix (Diaz et al., 2006; Sarri et al., 2006; Baldoni et al., 2009; Bracci et al.,
2009; Erre et al., 2010; Diez et al. 2011; Fendri et al. 2014; Linos et al., 2014) vue que les
caractéristiques qu’ils ont. Il s’agit notamment d’un nombre de répétitions variables, et donc
d’un polymorphisme élevé entre les génotypes (Bracci et al., 2011), d’une bonne distribution
a travers I’ensemble du génome, multi-allélique, avec un mode de transmission co-dominant
et une facilité de détection par PCR avec des petits quantités d’ADN ( Powell et al., 1996) .
Les 11 loci microsatellites utilisés dans ce travail ont été choisis a partir de la liste des
marqueurs recommandés pour 1’étude de la diversité génétique (Tableau 9). Ces SSR ont
démontré un réel pouvoir discriminant intra et inter variétale dans d d’autres études similaires
(Doveri et al., 2008; Baldoni et al., 2009; Muzzalupo et al., 2010).

Tableau 9 : Les loci microsatellites sélectionnés pour la caractérisation moléculaire

Primer séquences (5°-3) Référence
1 GAPU 101 F: ATCGGGAGGGATGTGATGTA
R : CATCGCATCGCCTGTAAATA
2  GAPU 103A F: TGAATTTAACTTTAAACCCACACA
R : GCATCGCTCGATTTTTATCC Carriero
3  GAPUT1A F: GATCATTTAAAATATTAGAGAGAGAGA  etal,
R : TCCATCCATGCTGAACTT 2002
4  GAPU71B F : GATCAAAGGAAGAAGGGGATAAA
R : ACAACAAATCCGTACGCTTG
5 GAPU59 F: CCCTGCTTTGGTCTTGCTAA
R : CAAAGGTGCACTTTCTCTCG
6 UDO099-012 F: TCACCATTCTTAACTTCACACCA
R : TCAAGCAATTCCACGCTATG
7  UDO099-028 F: TGCAGCTTCTGCCCATAC Cipriani et
R : GCAGATCATCATTTGGCACT al., 2001
8 UDO099-039 F: AATTACCATGGGCAGAGGAG
R : CCCCAAAAGCTCCATTATTGT
9 UDO099-043 F:TCGGCTTTACAACCCATTTC
R :TGCCAATTATGGGGCTAACT
10 DCA9 F: AATCAAAGTCTTCCTTCTCATTTCG Sefcetal.,
R : GATCCTTCCAAAAGTATAACCTCTC 2000
11 DCA18 F : AAGAAAGAAAAAGGCAGAATTAAGC
R:GTTTTCGTCTCTCTACATAAGTGAC
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origine

3.3 Méthode

Les caractéristiques, nom commun, synonyme, nombre de pieds,

géographique, diffusion a travers le territoire national et utilisation des cultivars étudiés sont

représentées dans le tableau 10, en se référant au catalogue des variétés algériennes de
I’olivier de I'LLT.A.F.V (Mendil et Sebai, 2006).

Tableau 10 : Nom du Cultivar, nombre d’arbre, synonymes, origine, diffusion et utilisation
(Mendil et Sebai, 2006)

Synonymes Origine Diffusion Utilisation
Abani 02 laabani Khenchla Restreinte Huile
Aeleh 02 Aaleh Khenchla Restreinte Huile
Aghchren del 02 Pas de Sétif Restreinte Double
ousseur synonymeconnu aptitude
Aghchren de 03 Pas de synonymes Sétif Restreinte Double
titest aptitude
Aghenfas 02 Aghenfous Sétif Restreinte Double
aptitude
Aguenaou 04 Agnaw Sétif Restreinte Double
aptitude
Azerdaj 01 Aradj,Adjeraz Kabylie Occupe 10% du Double
verger oléicole aptitude
nationale
Beskri 02 Pas de synonyme Batna Région des Aures Olive de
connu table
Blanquette de 04 Pas de synonyme Guelma Assez répandue Huile
Guelma connu dans le Nord-est
Constantinois
Bouchouke 01 Bouchouk sidi Vallée Locale Double
Soummame aiche, avouchouk d’oued aptitude
soummam
Bouichret 01 Boutichrat, Béjaia Locale Huile
Avouichert
Chemlal > de 04 Achamlal, Kabylie Occupe 407 Huile
Achamli, du verger oléicole
Achemlale
Chemlal (&ge: 01 Achamlal, Batna Occupe 407 Huile
environ 300 Achamli, du verger oléicole
ans) Achemlale
Chemlal 01 Achamlal, Batna Occupe 407 Huile
(envron 2000 Achamli, du verger oléicole
ans) Achemlale
Ferdel 02 No synonyms Batna Région des Aurés Olive de
table
Ferkani 02 ferkane Tebessa Région des Aurés Huile
Gelb al 02 Pas de synonyme Batna Région des Aurés Huile
faroudje
Limli 04 Imeli, limeli Bejaia Occupe 87 du Huile
verger oléicole
national
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Rougette de 04 Pas de synonymes Plaine de Restreinte Huile
Mitidja connus Mitidja
Sigoise 04 Olive de Tlemcen, | Plaine de Sig Occupe 257 du Double
Olive du Tell (Mascara) verger oléicole aptitude
algérien
Sigoise (age: 01 Olive du Tell Batna Région des Aurés Double
envron 300 aptitude
ans)
Sofiana 02 Pas de synonyme Batna Région des Aurés Olive de
table
Souidi 01 Pas de synonyme Khenchla Locale Huile
connu
Takesrit 01 Pas de synonyme | Basse vallée Locale Huile
connu de la
soummam
Tefah 02 Atefah, tefahi Béjaia, Batna Restreint Double
aptitude
Telthi 02 Pas de synonyme Batna Région des Aures Huile
connu

3.3.1 Extraction de ’'ADN

Le protocole d’extraction suivi est celui de la méthode CTAB (Benbouza et al., 2006).
La méthode consiste a broyer 100 mg de feuilles seches dans un tube « Eppendorf » de 2 ml a
I’aide du broyeur Tissulyser 1I(Qiagen), 750uL de CTAB préchauffé au prealable a 60°C
pendant 1h est ajouté. L’ensemble est homogénéisé immédiatement au vortex puis incubé au
bain-marie pendant une heure a 60°C. Ensuite, 750 ul de chloroforme /alcool isoamylique
(24 /1) sont ajoutée, et on agite pendant 10 min pour obtenir une émulsion. Une premiéere
centrifugation a 10000tr/min a4°C pendant 10min est effectuée, le surnageant (phase agqueuse)
est récupéré dans un tube neuf ou2/3 du volume est prélevé en isopropanol (conservé a 4°C)
est ajouté afin de précipiter I’ADN.Une 2éme centrifugation pendant 7min a 8000tr/min a 4°,
le surnageant est éliminé, 1000ul de tampon de lavage sont additionnés et le tout placé en
agitation en position verticale pendant 30min. Une 3éme centrifugation est réalisée pendant
7min a8000tr/min a4°C. Le surnageant est éliminé et le culot est re-suspendu dans 200uL de
tampon TE 1X. Le tout est incubé pendant 15min a 60°C. Enfin, la solution d’ADN est traitée
avec 2ul d’ARNase pendant 30min a 37°C.Les solutions d’ADN sont stockées a - 20°C. Une
fois ’ADN extrait on procéde a sa quantification a I’aide d’un Nanodrop 2000c (Thermo
scientific, Willington, USA).
3.3.2 PCR (Polymerase Chain Reaction) et révélation du polymorphisme
Apres I’extraction, I’ADN est dilué¢ a une concentration finale de 25 ng. La composition du
mix et les conditions PCR du milieu réactionnel ont été optimisés a partir de plusieurs

protocoles (Carriero et al., 2002; Cipriani et al., 2001; Sefc et al., 2000). La composition
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finale appliquée est la suivante : dans un volume total de 25 pl nous avons 0,3 mM de chaque
dNTPs (Qiagen, Venlo, the Netherlands), 0.5 UM de chacune des deux amorces (spécifiques
au locus étudié), 1.5 mM MgCl, et 0.5 u de Taqg polymerase (Qiagen, Venlo, the Netherlands).

Le programme d’amplification adopté est le suivant : une dénaturation initiale de I’ADN &
94°c pendant 3 min, suivie de 35 cycles avec 3 étapes soi, 3s a 94°c (dénaturation), 30s a T,°
d’appariement appropriée (selon I’amorce) et 1 minute a 72°c (amplification). Le programme
se termine par une derniere étape d’extension finale de 5min a 72°C. La réaction PCR est faite
a I’aide d’un thermal cycler VERITI (Applied Biosystems, Foster city, USA).
3.3.3 Méthode pour I’analyse de fragments d’ADN (taille et quantification)

Apres la PCR, les produits d’amplifications sont soumis & une électrophorése
capillaire a I’aide du 2100 Bio-Analyzer (Agilent technologies, Waldbronn, Germany) et par
la suite, analysés avec le 2100 Biosizing software (version A.02.12) en utilisant le DNA 1000
Lab chip kit (Muzzalupo et al., 2010), qui donne directement la taille du produit
d’amplification. Les étapes suivies pour la préparation des chips et de I’analyse sont comme
suit :

A/Préparation du Gel Dye Mix : les étapes suivies sont :

1. Dans un tube de Gel Matrix (tube rouge), mettre 15ul Dye concentrate,
Vortexé et puis centrifugé rapidement ;

2. Transféré dans un spin filtre,

3. Centrifugé le tout a 2680 g pendant 10 min. La solution est protégée de la
lumiére et est stockée a 4°c pendant une période ne dépassant pas les 6
semaines.

B/Nettoyage du Bioanalyser AVANT et APRES utilisation : Il s’agit de :
1. Répartir 350 ul d’H,O DEPC dans une puce cleanser et la placée dans le bioanalyser,
ensuite la fermée et attendre 10 sec ;
2. Retirer la puce cleanser et la laissée sécher pendant 10 sec.

C/ Chargement du Gel Dye Mix : comme suit :

Placer le clip sur le niveau le plus bas ;

Visser la seringue du Kit sur la station de préparation ;
Régler le piston a 1ml.

Placer une puce High Sensitivity DNA sur la station de préparation. 9 4l gel-dye

Déposer 9 pl de mélange matrice rouge/colorant dans les puits ® notés
Fermer le couvercle de la station de préparation, en appuyant assez fort pour
enclencher le clip de fermeture.

Presser le piston trés lentement et réguliérement jusqu’a ce qu’il soit retenu par le clip.
8. Attendre 60 sec libéré le clip pour relacher le piston, puis le laissé remonter le piston
seul ;

o0~

~
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9. Vérifier le volume du piston en fin de remontée (= 0.75 ml : indicateur d’absence de
microfuite au niveau du joint) ;
10. Déposer 9 ul du mélange matrice rouge/colorant dans les 3 puits noteés :

D/ Chargement du Marqueur :

11. Déposer 5 pl de marqueur vert dans les 11 puits « samples » + 1 puits Ladder.
12. Tous les puits doivent étre remplis. Si moins de 11 échantillons sont a analyser, rem
directement avec 6ul du marqueur vert dans les puits vides. 5l marker

E/ Chargement du Ladder et les échantillons :

1. Déposer 1 ul de Ladder jaune dans les puits Ladder ;
2. Déposer 1 pul d’ADN dans les puits notés de 1 a 11 ;
3. Vortexer la puce a 2400 rpm pendant 1 min.

F/Insertion de la puce dans le bioanalyseur : les étapes a suivre sont :

Allumer le Bioanalyseur et le PC et ouvrir le logiciel Agilent 2100 ;

Sélectionner le com port 2 ;

Sélectionner dans I’onglet Assays, Electrophoresis, DNA puis High Sensitivity DNA ;
Indiquer le nom du fichier résultats (16 caractéres maximum) ;

Indiquer le nombre d’échantillons a analyser et entrer le nom des échantillons et les
commentaires ;

Insérer la puce dans le Bioanalyser dans les 5 min et appuyer sur start.

arwdE

o

NB. : Quand le run démarre : les opérations suivantes se succédent avant I’apparition d’un profil :
1) Sending script: 48sec ™
2) Warming : 4-30sec
3) Focusing : 60sec
4) Loading : 70sec
5) Injecting : 15sec
6) Warming : 90sec
7) Calbrating all : 90sec
8) Loading : 70 secs
9) Reading ladder : 70sec
10) Reading sample 1 : 70sec
11) Reading sample n : n x 70sec

> Environ 8 min

Lorsque le run est terminé la puce est retirée immédiatement et on procéde au nettoyage des électrodes
du bioanalyser.

G/ Analyse des donnees :
Le logiciel permet 1’analyse des données sous d’éléctrophérogramme, comme sulit :
1) Contrdle du Ladder (marqueur du poids moléculaire)
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Lower Marker Upper Marker
| |

Figure 1 High Sensitivity DNA ladder

2) Observation globale des échantillons

4. Méthodes d’analyse des données

Le traitement des données s’est effectuée en trois étapes : 1) la définition et la collecte
des données, 2) leur présentation en tableaux et enfin leur analyse a 1’aide de tests statistiques.
4.1 Les données morphologiques

Les différents résultats de la caractérisation morphologique sont présentés dans le texte
sous forme de moyennes et de coefficients de variation. L’analyse de la variance a un facteur
(ANOVAL) a été effectuée dans le but de déceler 1’effet caractere sur : la feuille, le fruit et
I’endocarpe. Cette analyse a essentiellement pour objet de déceler des différences existantes
entre les différentes valeurs obtenues pour les différents descripteurs du COI utiliseés.

Une analyse en composante principale(ACP) a été réalisée dans le but de déceler la
corrélation entre les caracteres étudies et faire ressortir les caracteres les plus discriminants.
Enfin, la classification des sept cultivars étudié a été réalisée par la méthode CAH afin de
déterminer la nature et le degré des divergences /ressemblances entre eux.

4.2 Les données moléculaires

A partir des données obtenues, plusieurs analyses ont été effectuées. Tout d’abord, les
parametres genétiques ont eté calculés sur base des résultats d’amplification obtenus sur les
58 individus avec les 11 microsatellites amplifiés. La diversité genétique intra-population et
inter-population a été estimée a I’aide de calcul de plusieurs indices génétiques a savoir :

v Les fréquences alléliques et génotypiques (pi)

Pour un locus donné, on détermine les différents génotypes présents dans une population.
Ceci permet de définir les fréquences génotypiques. Si les individus sont diploides, la

présence de 2 alleles (identiques ou différents) sera notée pour chaque locus. Ainsi, les
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fréquences alléliques sont déduites des fréquences génotypiques. Les fréquences allélique sont
le parametre de base caractérisant une population, ils sont d’une grande importance dans le
processus d’évolution (Hamrick, 1997), puisque les changements génétiques d’une population
sont habituellement décrits par des changements des fréquences alléliques.

v" Taux de polymorphisme « P% »

C'est la proportion des génes polymorphes parmi I'ensemble des genes étudiés.

P = Nbre de genes polymorphes /Nbre total de génes étudiés

Une population sera dite polymorphe pour un locus donné, si la fréquence allélique de l'allele
le plus fréquent est inférieure a 0,95. L’utilité de ce parameétre dépend du nombre de loci
analysés. P n’est pas informatif lorsque peu de loci sont analysés (Berg and Hamrick 1997).
Aussi P est en fonction de la taille de I’échantillon analysé, les alléles aux faibles fréquences
pouvant étre facilement observées dans des échantillons de grande taille. De ce fait, ce
parameétre n’est pas un bon indicateur de la variabilité allélique (Nei, 1987).
v" Le nombre d’alléles par locus (Na) et le nombre efficace d’alléles (Ne)
Une autre mesure de la variabilité est la moyenne du nombre d'alleles par locus (Na) :
Na = nombre total d'alléles / nombre de loci

D’autre part, pour déterminer la fréquence de ces alleles, pour un locus et un taux
d'hétérozygotie donnés, on définit le nombre d’alléles efficaces (Ne), maintenus dans une
population d'effectif N, comme le nombre théorique d'alléles possibles dans une population de
méme taille et de méme hétérozygotie a I'état stationnaire, mais dans laquelle tous ces alléles
auraient la méme fréquence (Kimura et Crow, 1964). On remarque que le nombre efficace
d'alléles est plus faible que le nombre réel (sauf dans le cas ou ceux-ci ont des fréquences

alléliques égales).

v" L’indice de diversité de Shannon (I)
Ce paramétre renseigne sur la diversité génétique des populations, plus il est grand, moins les
populations sont homogenes. L'indice de Shannon est un indice d'abondance basé sur la

diversite spécifique qui permet de décrire, avec d'autres la structure d'une population.

| = 251 (pi * log2 pi)
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v' Taux d’hétérozygotie
L'hétérozygotie (diversité génétique de Nei, 1973) est la moyenne des fréquences des
hétérozygotes observées a chacun des locus étudieés.
L’indice He représente 1’hétérozygotie attendue pour une population en panmixie, c’est la
probabilité que 2 individus choisis (4 alleles, 2 copies des génes de deux individus)
aléatoirement dans une population aient des alléles différents d’un locus donné. Il est estimé a

partir des fréquences alléliques (2pq).

He = 1-X (pi) 2

Pi : fréquence a 1’1 “™ alléle pour un locus donné

L’indice Ho représente 1’hétérozygotie observée, il est mesuré a partir des analyses
génotypiques. En comparant ces deux indices il est possible de déduire I’impact des forces
évolutives dans les populations, dues a 1’autofécondation ou a I’autogamie.

Le taux d'hétérozygotie fournit une bonne estimation de la variabilité génétique de la
population, a condition toutefois que les individus de cette population se reproduisent au
hasard.

Tous ces indices ont été calculés en utilisant GenAlEx 6.5 software

(http://anu.edu.au./BoZo/GenAlEXx) (Peakall and Smouse, 2006). Pour chaque marqueur, les

cultivars ayant amplifiés un seul alléle, ont été considérés comme homozygotes, si une
mutation survient, la diversité génétique sera considérablement affectée (une sous-estimation
probable suit a I’avénement d’alléle nul). En conséquence, la fréquence d’allele nul a été
calculée a I’aide du logiciel Free NA (Chapuis and Estoup, 2007).

Un autre indice génétique, le pouvoir de discrimination « PD » (Kloosterman et al.,
1993), a été aussi calculé pour chaque marqueur. Nous avons choisi cet indice car il permet de
distinguer entre les cultivars génotypés (Alba et al. 2009). La formule de calcul est comme
suit: PD =1-YPi% (Tessier et al, 1999), ou la fréquence allélique est remplacée par la

fréquence de génotypique (Pi : la fréquence du génotype i*™).
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v’ Distance génétique entre sous populations

Une autre approche de 1’étude de la différenciation génétique entre des individus ou

des populations est 1’analyse du degré de similitude entre eux ou entre elles. Il est
géneralement considéré que la distance génétique entre les sous populations augmente en
fonction du temps de leur divergence a partir de la population d’origine (Gonzales-Candelas
et Palacios, 1995).
Dans notre étude la similarité genétique est calculée a I’aide du coefficient simple matching
(Sokal et Michener, 1958), les 58 arbres ont été groupés (en clusters) par la méthode non
pondérée du groupe de pair des moyennes arithmétiques (UPGMA) en utilisant le logiciel
NTSYS (version 2.2).

Enfin, la structure génétique spatiale et I'analyse des autocorrélations spatiales entre
les individus d’olivier étudiés ont été réalisées avec le logiciel STRUCTURE en utilisant les
données d’amplifications des SSRs utilisés (Pritchard et al., 2000; Falush et al 2003,
Excoffier et al., 2005), avec 10 permutations indépendante en fonction de la valeur K
(nombre de clusters) allant de 1 a 20. La simulation a été effectuée en utilisant le modéle de
mélange sans aucune information préalable. Le plus petit K a été sélectionné selon le critére
suggeré par Pritchard et al., 2007 aprés avoir atteint le plateau "Ln P (D)" valeurs (log-
vraisemblance des estimations du modéle de la structure) sélectionnées. Le mélange des
proportions pour chaque individu (Q), ont été estimées en utilisant 10 000 runes suivies par
100, 000 Markov Chaine de Monte Carlo (MCMC) répétition. Ensuite, la cohérence des
résultats est vérifiée visuellement en comparant les sorties pour les 20 séries de répétitions.
Une fois les pools génétiques construits, une analyse de la variance moléculaire (AMOVA) a
été réalisée avec le logiciel GenAlEx 6.5 pour estimer la variance moléculaire totale intra et
inter populations et tester I'importance des composantes de la variance partitionnée en
utilisant les procédures de test de permutation (Excoffier et al., 1992). La différenciation
génetique entre les pools génétiques identifiés dans cette étude a eté estimée en calculant les
F-statistiques de Wright, ce sont fondamentalement des estimations de la fixation des alleles
a travers différents niveaux d’organisation d’une population. Les F-statistiques sont estimées
a partir des composantes de la variance obtenue d’une analyse hiérarchisée (AMOVA) des
fréquences géniques (Weir, 1996). Les indices de fixation de Wright : Le coefficient de
consanguinite (Fis), la déviation des frequences génotypiques (Fi), et ’indice de fixation (Fs)

; sont couramment utilisés pour la différenciation entre populations.
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v' Le coefficient de consanguinité (Fis)
La mesure la consanguinité des individus, consécutive a I’absence de panmixie a I’intérieur
des sous populations. Les principales explications des Fis significatifs (Fis>0) s’articulent
autour des points suivants (David, 1996) :

o cffets populationnels : les individus considérés ne proviennent pas d’un pool unique de
gametes fécondés au hasard. Il est alors possible de considérer une réassociation non
aléatoire des gameétes (consanguinité) ou bien il existe un mélange de groupes
différenciés a I’intérieur de 1’échantillon (effet Wahlund).

e non-détection du polymorphisme introduisant une sous-estimation de 1’hétérozygotie
observée. On distingue différentes possibilités de non détection : I’existence d’alléles
nuls (non visualisés) ou méme artefacts de lecture.

v" L’indice de fixation (Fg)

Il traduit le déficit en hétérozygotes di a la subdivision de la population en sous populations
et mesure le niveau de différenciation génétique entre les sous populations. Ce déficit en
hétérozygotes est souvent attribué a la dérive génétique et/ou a un flux de géenes limités. Donc,
il mesure la réduction relative des hétérozygotes, lié aux différences alléliques entre sous
populations. C’est un indice de diversification des populations. Si les sous populations sont
identiques, F=0.

F : de 0a0,05: faible,

de 0,05 & 0,15 modérée,

de 0,15 a 0,25 importante et au-dela, trés importante
Il faut noter que la signification statistique des estimateurs Fst a été évaluée en utilisant

10.000 permutations.
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I .Caractérisation morphologique

1. Les caracteres morphologiques qualitatifs

1.1 Observation de I’aspect de I'arbre

~

Les observations faites ont protées sur trois caractéres les plus discriminants (vigueur, port et

densité du feuillage) liés a ’arbre et ont été réalisées sur des individus en bon état. Les résultats

sont enregistrés dans le Tableau 11 avec illustration en photos.

Tableau 11 : Description de 1’aspect générale des 7 cultivars étudiés

Aspect générale de I’arbre

Cultivar Vigueur Port Densité du Photos
feuillage
Aghchren de titest Faible : letroncet | Etalé : le port Lache : présence
naturel de ’espéce, | de soupiraux qui
la surface de . .
le feuillage avec laissent entrer la
projection sont une forme lumiere.
inférieurs. hémisphérique
Aguenaou Moyenne : avec un Etalé : le port Moyenne : une

développement
moyen.

naturel de I’espéce,
le feuillage avec
une forme
hémisphérique

densité typique de

I’espéce.

Blanquette de guelma

Moyenne : avec un

Dressé : branche

Lache : présence

. avec une de soupiraux qui

développement . .

croissance laissent entrer la
moyen. verticale et une lumiere.

forte dominance

apicale.

Chemlal Elevée : une Dressé : Moyenne : une

croissance branche avec une NPT
. - densité typique de
importante et un croissance

développement du
tronc, de la
frondaison en
hauteur et en
volume.

verticale et une
forte dominance
apicale.

I’espéce.
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Limli

Moyenne : avec un
développement

moyen.

Etalé : le port
naturel de I’espéce,
le feuillage avec
une forme
hémisphérique

Moyenne : une
densité typique de

I’espece.

Rougette de Mitidja

Moyenne : avec un
développement

moyen.

Etalé : le port
naturel de I’espéce,
le feuillage avec
une forme
hémisphérique

Moyenne : une
densité typique de

I’espéce.

Sigoise

Moyenne : avec un
développement

moyen.

Dressé : branche
avec une
croissance
verticale et une
forte dominance
apicale.

Moyenne : une
densité typique de

I’espéce.

2. Les caracteres morphologiques quantitatifs

2.1/Analyse statistique descriptive : facteur années

Les moyennes des mesures faites pour les caracteres quantitatifs de la feuille, le fruit et
I’endocarpe pour la période (2011-2013) sont représentées dans les Tableaux 12, 13 et 14
respectivement. Le coefficient de variation et I'écart type permettent de mesurer et de préciser
l'intensité des irrégularités ou plus précisément les fluctuations entre les 3 années d’évaluation. En
effet, le coefficient de variation et I'écart type permettent de comparer la dispersion (variabilité)

autour de la moyenne.

Avec :

S:écarttype (mm); CV: coefficient de variation (%) et m : moyenne.

e
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~

Afin d’interpréter les résultats du coefficient de variation obtenus nous avons utilisés les

intervalles de Martin et Gendron (2004) :

v Entre 0.0% et 16.0%, la variation est faible ;
v Entre 16.0% et 33.3%, la variation est importante ;

v" Au-dela de 33.3% la variation est tres élevée.

2.1.1 Caracteres des feuilles

La longueur des feuilles des cultivars évalués a variait de 46,83 mm jusqu’a 70.19 mm pour la

Blanquette de Guelma et Chemlal, respectivement. D’apres les résultats reportés dans le Tableau 12
nous remarquons que le caractére montrant le moins de variation est la longueur de la feuille qui
varie de 1% a 7%. Ce qui peut faire de lui un bon marqueur morphologique, relativement stable

dans le temps, que 1’on peut utiliser pour la caractérisation. Par contre, les deux autres caracteres,

la largeur et la forme de la feuille, montrent des coefficients de variations importants, de 20% et

19%, respectivement.

Tableau 12 : Moyennes arithmétiques des trois caractéres (Longueur, largeur et forme)

évalueés de la feuille chez pour la période (2011-2013)

Agchren  Aguenaou Limeli  Blanquette  Sigoise Chemlal  Rougette

de Titest de Guelma de Mitidja
Longueur Moy 55,94 60,16 56,83 46,83 50,62 70,19 51,08
(Len mm) S 3,25 3,79 0,30 0,23 3,32 0,91 0,72
CcVv 6% 6% 1% 0% 7% 1% 1%
Largeur (| Moy 14,35 14,405 16,67 14,23 12,78 14,37 13,24
en mm) 2,89 2,01 1,52 1,20 0,77 0,73 0,43
CcVv 20% 14% 9% 8% 6% 5% 3%
Forme (L/I) _Moy 4,19 4,43 3,52 3,37 4,02 4,95 3,94
0,80 0,39 0,35 0,32 0,53 0,20 0,10
CcVv 19% 9% 10% 10% 13% 4% 3%

2.1.2 Caractéeres des fruits

La longueur des fruits des cultivars évalués a variait de 16.05 mm jusqu’a 22.93 mm pour
Chemlal et Aguenaou, respectivement. Ce dernier cultivar a enregistré le poids le plus élevé
avec 3,424 g, alors que le plus faible a été trouvé chez le cultivar Limli avec le coefficient de
variation le plus élevé par rapport aux autres cultivars évalués pour la méme période (Tableau
13). Généralement, les variations annuelles observées dans les poids des fruits sont
principalement dues a I’environnement et les conditions de cultures notamment Ia

disponibilité de I’eau.
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Tableaul3 : Moyennes arithmétiques des quatre caractéres (Longueur, largeur, forme et

poids) évalués du fruit pour la période (2011-2013)

Agchren  Aguenaou Limeli Blanquette de Sigoise Chemlal Rougette

de Titest Guelma de Mitidja
Longueur Moy 19,97 22,935 15,58 17,96 19,31 16,05 18,25
(L en mm)
0,538 0,859 1,38 0,82 1,17 0,389 0,47
CcVv 3% 4% 9% 5% 6% 2% 3%
Largeur (I Moy 13,73 14,61 7,79 12,64 14,43 9,63 11,84
en mm) S 0,585 1,505 1,936 1,398 1,2178 0,555 0,283
CVv 4% 10% 25% 11% 8% 6% 2%
Forme (L/I) Moy 1,46 1,60 1,948 1,42 1,34 1,68 1,54
S 0,028 0,158 0,255 0,10 0,042 0,133 0,019
CcVv 2% 10% 13% 7% 3% 8% 1%
Poids (eng) Moy 2,76 3,42 0,62 1,96 2,74 1,05 1,76
S 0,25 0,39 0,382 0,38 0,46 0,09 0,09
Ccv 9% 11% 62% 20% 17% 9% 5%

2.1.3 Caracteres des endocarpes

Pour I’endocarpe les valeurs les plus bases sont enregistrées pour le cultivar Limeli, avec les
valeurs pour la longueur, la largeur et le poids sont de: 13,75mm, 6,42mm et 0,349
respectivement. Alors que, les valeurs les plus importantes sont enregistrées pour le cultivar
Agueanaou (L : 16,83mm ; | : 12,13mm et poids : 0,64q) (Tableau 14). Nos résultats montrent
que ces caracteres enregistrent les coefficients de variation les plus faible entre 1% et 16% se
qui concorde avec les différents travaux déja entrepris (Trujello et al., 2013) se qui stipule que
les traits de 1’endocarpe semblent étre les plus discriminants et les plus stables, par rapport a
d’autre caracteres, tels que ceux du fruits qui sont plus influencés par les conditions
environnementales. Pour ces raisons, les descripteurs de I'endocarpe ont été fréquemment
utilisés pour cataloguer les cultivars d’olivier (Barranco et al., 2000a , 2005 ; Fendri et al.,
2010 ; D’Imperio et al., 2011).

Tableau 14 : Moyennes arithmétiques des quatre caractéres de 1’endocarpe (Longueur,

largeur, forme et poids) évalués du fruit pour la période (2011-2013)

Agchren Aguenaou Limeli Blanquette de Sigoise Chemlal Rougette de
de Titest Guelma Mitidja
Longueur (L Moy 15,91 16,83 13,75 15,43 14,30 14,09 15,07
en mm) S 0,69 0,05 0,13 0,87 0,12 0,81 0,39
cVv 4% 0% 1% 6% 1% 6% 3%
Largeur (I Moy 7,91 12,13 6,42 6,45 7,71 6,84 6,47
en mm) S 0,35 0,63 0,08 0,39 0,10 0,16 0,14
cVv 4% 5% 1% 6% 1% 2% 2%
Forme (L/) Moy 2,01 2,02 2,14 2,39 1,84 2,02 2,33
S 0,007 0,19 0,009 0,006 0,02 0,04 0,11
cVv 0% 10% 0% 0% 1% 2% 5%
Poids (eng) Moy 0,59 0,64 0,34 0,35 0,55 0,45 0,38
S 0,05 0,03 0,02 0,06 0,01 0,05 0,01
cVv 9% 5% 6% 16% 2% 11% 3%
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2.2 Analyse de la variance

Compte tenu des résultats indiqués dans les Tableaux (12, 13 et 14) relatifs aux coefficients
de variation des cing variables (largeur et forme de la feuille, largeur, forme et poids du fruit),
nous avons élimines leurs données de I’analyse de la variance.

2.2.1 Longueur de la feuille « LF »

Les variations des moyennes arithmétiques, durant 3 années, de la longueur de la feuille (LF)

sont illustrees sur la Figure N° 12.

Agchrende  Aguenaou Limeli Blanquette de  sigoise chemlal  Rougette de
titest guelma mitidja

80
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Figure N°12 : Variations des moyennes arithmétiques de la longueur de la feuille (mm) sur

trois années

Les valeurs moyennes pour la longueur de la feuille les plus importantes sont enregistrées
pour le cultivar Chemlal (70,19mm) alors que la plus faible moyenne est enregistrée par le
cultivar Blanquette de Guelma (46,83mm). D’aprés la classification du COI, 1997 nos
cultivars sont classés comme suite :

v Variété a feuille réduite : Blanquette de Guelma,

v' Variété a feuille moyenne : Aghchren de titest, Aguenaou, Limli, Rougette de Mitidja

et Sigoise,

v Variété a longueur élevée : Chemlal.

Les résultats de 1’analyse de la variance ont révélé des différences tres hautement

significatives entre les différents cultivars (F = 10,4386 ; Pr < 0,0001) (Annexel).
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Ces résultats sont trés proches de ceux observés pour des variétés Italiennes (D’Imperio et al.,
2011) avec des valeurs qui varient de 45 -64,8 mm . alors que des valeurs plus faibles sont
signalées pour les variétés espagnoles (28-63,2 mm) (Belaj et al., 2011) .

2.2.2 Longueur du fruit« L Fr »

Les résultats d’évaluation de la longueur du fruit (LO) sont portés sur la figure N° 13.

Agchren de Aguenaou  Limeli  Blanquette  sigoise chemlal Rougette de
titest de guelma mitidja
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Figure N°13 : Variations des moyennes arithmétiques de la longueur du fruit (mm) sur trois

années

Les résultats de 1’analyse de la variance ont mis en évidence une différence trés hautement
significative entre les cultivars étudiés (F= 8,29 ; Pr< 0,0001) (Annexe2). La comparaison des
moyennes a montré que le cultivar Aguenaou présente les fruits les plus longs avec une
moyenne de 22,93 mm tandis que le cultivar Limli possede les fruits les plus courts avec une
moyenne de 14,56mm. Les moyennes enregistrées dans notre étude sont semblables a ceux
trouves chez les variétés espagnoles (Belaj et al., 2011) et Italiennes (D’Imperio et al., 2011).
2.2.3 Caracteres de I’endocarpe

Selon la littérature, les descripteurs liés a I’endocarpe sont les plus discriminants et les
plus stables par rapport aux autres caractéres morphologiques. L’étude de Trujillo et al.,
(2013) sur une collection internationale « WOGBC » contenant 499 cultivars provenant de 21

pays, a bien démontré 1’utilité de ces caractéres. De méme, nos données concordent avec cette
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tendance en ayant des coefficients de variation faibles durant les 3 années d’étude (Tableau
14).

En effet, nous avons procédés a 1’évaluation de 11 caractéres de I’endocarpe qui sont : la
longueur, la largeur, le poids, la forme, la symétrie en position A ; la position du diametre
maximale, le sommet, la base, la surface, le nombre de sillons fibrovasculaires, leur
distribution et la présence ou I’absence du mucron.

En fait, les résultats de 1’analyse de la variance indiquent qu’il y a une différence inter-
variétale tres hautement significative uniquement pour 4 caracteres sur les 11 étudiés et qui
sont: la longueur (F=5,095 ; Pr< 0,0001), la largeur (F=9,845 ; Pr< 0,0001), le poids
(F=99,95 ; Pr< 0,0001) et la forme (F=5,6454 ; Pr< 0,0001), dont les détails par cultivar sont
indiqués dans les annexes 3, 4, 5 et 6.

v Longueur de I’endocarpe
Les moyennes relatives au paramétre de la longueur du noyau sont portées dans le Tableau
15.

Tableau 15 : Moyenne de la Longueur de 1’endocarpe des 7 cultivars étudiés

Cultivar Moyenne en (mm)

Agchren de titest 15,909 0,845
Aguenaou 16,832 +0,063
Limli 13,727 0,163
Blanquette de Guelma 15,431 +1,070
Sigoise 14,303 +0,150
Chemlal 14,086 +£0,999
Rougette de Mitidja 15,073 +0,483

Les valeurs moyennes pour la longueur de I’endocarpe varient entre 13,727mm et 16,832mm,
la comparaison des moyennes par le test LSD de Fisher a montré que le cultivar «Aguenaou»
présente les endocarpes les plus longs avec une moyenne de 16,832mm, tandis que le cultivar

«Limli» posséde les endocarpes les plus courts.

V' Largeur de I’endocarpe
Le Tableau 16 reprend les résultats relatifs aux moyennes de la largeur du noyau ou le cultivar
Aguenaou se distingue par la plus grande largeur enregistrée au cours de notre étude. Les
valeurs moyennes pour la largeur de 1’endocarpe varient entre 6,425 mm et 12,13 mm, la

comparaison des moyennes par le test LSD de Fisher a montré que le cultivar «Aguenaou»
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présente des endocarpes larges, tandis que le cultivar «Limli» possede les endocarpes les
moins larges.

Tableau 16 : Moyennes du largueur de I’endocarpe des 7 cultivars étudiés

Cultivar Moyenne en (mm)
Agchren de titest 7,9141+ 0,432
Aguenaou 12,13+ 0,773
Limli 6,4258+0,101
Blanquette de Guelma 6,455+ 0,479
Sigoise 7,707+ 0,123
Chemlal 6,844+ 0,201
Rougette de Mitidja 6,472+ 0,170

v' Forme de ’endocarpe
La forme de I’endocarpe a été¢ déterminée a partir du rapport (L/1), et est assignée selon les
descripteurs établis par le COI, 1999 (Tableau 17).

Tableau 17 : Forme de I’endocarpe des 7 cultivars étudiés
Cultivar Rapport (L/I) Forme selon les

descripteurs Cois

Agchren de titest 2,010+ 0,008 Elliptique
Aguenaou 2,018+0,244 Elliptique
Limli 2,141+0,011 Elliptique
Blanquette de Guelma 2,395+0,008 Allongé

Sigoise 1,843+0,028 Ovoide

Chemlal 2,015+0,052 Elliptique
Rougette de Mitidja 2,327+0,136 Elliptique

D’apres les résultats statistiques dans le Tableau 17 nous pouvons classer nos cultivars dans 3
classes differentes :
e Endocarpe de forme elliptique : Agchren de titest, Chemlal et Rougette de
Mitidja ;
e Endocarpe de forme Allongé : Blanquette de Guelma ;

e Endocarpe de forme ovoide : Sigoise.
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v’ Poids de ’endocarpe

~

Le poids de I’endocarpe présente des valeurs allant de (0,345) g pour le cultivar Limli jusqu’a

(0,636) g pour le cultivar Aguenaou. D’aprés les résultats mentionnés dans le tableau 18 nos

cultivars sont classés principalement dans deux catégories :

e Cultivars avec endocarpe de poids élevé (Agchren de titest, aguenaou et

Sigoise) ;

e Cultivar avec endocarpe moyen (Limli, Blanquette de Guelma, Chemlal et

Rougette de Mitidja).

Tableau 18 : Moyennes du poids de I’endocarpe des 7 cultivars étudiés

Cultivar Poids () Classification selon les
descripteurs COI
Agchren de titest 0,592+0,062 Elevé
Aguenaou 0,636+0,038 Elevé
Limli 0,345+0,023 Moyen
Blanquette de Guelma 0,353+0,069 Moyen
Sigoise 0,545+0,013 Elevé
Chemlal 0,429+0,059 Moyen
Rougette de Mitidja 0,378+0,012 Moyen

2. 3 L’analyse en composante principale (ACP)

L’analyse en composante principale (ACP) est une analyse multifactorielle, c'est-a-dire qu'elle

cherche a représenter graphiquement les relations entre individus (les 7cultivars) par

I'évaluation de leurs ressemblances, ainsi que les relations entre variables quantitatives

(caractéres morphologiques) par I'évaluation de leurs liaisons. Cette analyse nous a permis

d’atteindre trois objectifs :

1/ Une représentation graphique “optimale” des cultivars,

2/ Une representation graphique des caracteres morphologiques en expliquant au
mieux les liaisons initiales entre ces caractéres,

3/ La réduction de la dimension en projetant simultanément cultivars et caractéres

morphologiques (compression).
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2. 3.1 Résultats de I’Analyse en Composantes Principales (ACP)
% Analyse du nuage de points-cultivars : graphique des individus

L’ACP a ét¢ appliquée a la matrice des corrélations obtenue a partir de I’ensemble des 11
variables quantitatives mesurées sur les 7 cultivars ayant fait I’objet de notre étude. L’objectif
de cette analyse est la détermination de la relation entre les caractéres et faire ressortir ceux
ayant la plus grande contribution dans la variabilité entre les cultivars c’est-a-dire les plus
discriminants qui permettront la comparaison entre les cultivars. De plus, la recherche de
variables qui sont tres corrélées entre elles, et celles qui, au contraire ne le sont pas, va nous
permettre d’identifier, (Duby et Robin, 2006) et de faire un premier tri, des meilleurs
génotypes (cultivars) ayant les caractéres les plus prometteurs pour 1’amélioration d’un trait
important lors d’un programme de sélection. Les résultats de cette analyse sont résumés dans
le tableau ci-dessous :

Tableau 19 : Résultats de 1’analyse ACP sur les 2 axes principaux (F1, F2)

F1 F2 F3
Variabilité (%) 41,080 20,949 17,688
% cumulé 41,080 62,030 79,718

Légende :V1:F longueur (L); V2:F largeur (I);V3: F rapport (L/l) ;V4: Fr longueur (L); V5: Fr
largeur (I); V6:Fr rapport (L/1); V7:Fr poids ; V8:E longueur (L); V9: E largeur (1); V10:E rapport
(L/D; V11 : E poids.

L’examen des donnees dans le Tableau 19 fait ressortir une variabilité de 79%, associé
respectivement aux axesl, 2 et 3. Ceci indique une variabilité moyenne entre les cultivars sur
le plan morphologique avec des valeurs propres de (4,52), (2,3) et (1,9) respectivement pour
I’axe 1, 2 et 3. Nous avons 41% de variabilité total expliqué par CP1 avec une forte
contribution positive des paramétres relatifs au fruit et I’endocarpe : largeur fruit, rapport L/I
du fruit, poids du fruit, longueur de I’endocarpe, largeur de 1’endocarpe et poids du fruit. Par
contre, la CP2, explique 21% de la variabilit¢ avec une contribution positive de trois
variables : longueur feuille, rapport L/l de la feuille et rapport L/l de I’endocarpe. Enfin, la
CP3 explique 17% de la variabilité total avec une contribution positive de la variable largeur

de la feuille. Ainsi, pour discuter nos résultats nous considérons deux axes let 2 pour rendre
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compte de la distribution des variables (parametres morphologiques) et des individus
(cultivars, génotypes).

La figure N°14 illustre une représentation graphique des variables sur le cercle de corrélation
ce qui permet de détecter rapidement les variables liées entre elles sur base des corrélations
calculées. Selon Duby et Robin (2006) pour qu’une variable soit contributive et bien
représentée sur un axe donné, il faut que sa correélation soit > 0.5 (50%) et que le cosinus carré
soit proche de 1. Sur la base des corrélations les plus importantes entre variables / individus et
les axes comme le montre le tableau en annexe 7, notre analyse montre que les variables les
plus significatives sont celles liées au fruit (V5, V6, V7), I’endocarpe (V8, V9, V10 et V11) et
la feuille (V1 et V3).

Variables (axes F1 et F2 : 62.03 %)

0,75

0.5

0,25

F2 (20.95 %)

-0,25

-0,5

-0,75

-1 -0,75 -0,5 -0,25 o 0,25 0,5 0,75 1
F1 (41.08 %)

Figure N°14 : Cercle de corrélation des 11variables morphologiques (F1 et F2)

Cette méme figure fait ressortir que sur I’axe 1, nous distinguons deux groupes :

o Le1® groupe est dans I’extrémité positive comprenant les parametres : V5, V7, V8,
V9et V11, qui sont bien représentées et ont eu la plus forte contribution a la formation
de I’axe 1 et a ’explication de la variabilité entre les individus.

e Le 2°™ groupe est situé & P’extrémité négative avec une unique variable V6 qui est

négativement corréelée avec le premier groupe.
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Par contre, on observe que 1’axe 2 est corrélé avec 3 variables dont deux (V1 et V 3)
contribuent positivement dans sa formation, et la troisieme variable (V10) y contribue

négativement.

% Analyse du nuage de points-cultivars : graphique des individus.

Afin de s’assurer de la bonne présentation graphique d’un cultivar il est nécessaire de calculer
le cosinus carré (Duby et Robin, 2006). Si le cosinus carré est proche de 1 on peut dire que le
cultivar est bien représenté par sa projection sur 1’axe ; et si deux individus sont bien
représentés en projection sur un axe et ont des projections proches, alors on pourra dire qu’ils
sont proches dans 1’espace (Annexe 7).

Ainsi, selon PALM (1998) et MORINEAU et ALUJA-BANET (1998), la qualité de la
représentation d’un point dans le plan peut étre obtenue en additionnant les cosinus carrés
relatifs aux deux axes qui donnent un pourcentage de la représentation du point sur le sous-
espace défini par ces axes. La projection de nos 7 cultivars dans le plan factoriel (1-2) est
représentée sur la figure N°13, qui fait ressortir des groupes distincts preuve d’une distinction

sur le plan morphologique.
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Figure N°15 : Projection des cultivars sur le plan factoriel (1-2)

D’aprés la figure N°15 et selon le plan factoriel (1-2), il semble se dégager 5 groupes de
cultivars qui sont comme suit :

v" Groupe 1 : avec un seul cultivar « Chemlal »,

v" Groupe 2 : avec un seul cultivar « Limli »,

v Groupe 3 : regroupe deux cultivars« Blanquette de Guelma et Rougette de Mitidja »,

v Groupe 4 : inclut deux cultivars « Agchren de titest, et Sigoise »,

v Groupe 5 : représenté par un cultivar unique « Aguenaou ».
Une derniére représentation graphique de I’ACP et le « Biplot » qui permet la projection
simultanée des cultivars et des caractéres morphologiques sur le plan factoriel 1-2 (Figure

N°14).

68



Chapitre 111 : Résultats et discussions \

F2 (20.95 %)

Biplot (axes F1 et F2: 62.03 %)

10

-10

w e °  F1(41.08%)

Figure N°16 : Projection en biplot (cultivars-caractéres morphologiques) sur le plan factoriel
1-2

A travers la figure N°16 nous remarquons que les cultivars sont dispersés sur le plan ce qui
signifie qu’il existe une importante diversité entre eux. La répartition de ces cultivars sur le
plan est une preuve de leur distance dans I’espace, donc de leur distinction par rapport aux

caracteéres évalués. Et sur cette base, nous pouvons dégager les groupes homogenes suivants :

v' Groupe 1"Chemlal”™ : un cultivar caractérisé par de longues feuilles de forme
elliptique-lancéolée, un fruit de poids réduits et une forme spécifique allongé.

v' Groupe 2 "Limli"" : caractériser par un rapport (L/l) plus au moins important de
I’endocarpe qui lui confére une forme elliptique, une importante longueur des feuilles

et des fruits et donc un rapport (L/I) élevé. Ce cultivar ce distinct par des feuilles de
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forme elliptique avec une largeur élevé, des fruits allongée et des endocarpes de poids
moyen.

v" Groupe 3 "Blanquette de Guelma et Rougette de Mitidja™ : les cultivars de ce
groupe sont caractérisés par un rapport (L/I) élevé de I’endocarpe et donc une forme
allongée.

v" Groupe 4 "Agchren de titest, et Sigoise " : caractériser par des fruits de poids moyen
et de forme ovoide. Une deuxiéme caractéristique et la forme elliptique et le poids
¢levé de I’endocarpe.

v" Groupe 5 ""Aguenaou’ : le nuage formé par les individus de ce cultivar s’étire vers le
cbté positif de I’axe 1. Ce cultivars ce distinct par des feuille de forme elliptique
lancéolée, dun endocarpe de poids élevé et d’une largeur réduite.

2.4 La classification ascendante hiérarchique (CAH)

Les méthodes de regroupement permettent de mettre en évidence des différences ou des
ressemblances entre les cultivars. Il existe de nombreuses techniques statistiques visant a
partitionner une population en différentes classes ou sous-groupes. La classification
ascendante hiérarchique (CAH) est I’une d’entre elles. C’est une méthode qui cherche a ce
que les individus regroupés au sein d’une méme classe (homogénéité intra-classe) soient le
plus semblables possibles tandis que ceux des autres classes sont le plus dissemblables
(hétérogénéité interclasse). Mais il apparait qu’en mati¢re de classification de moyennes, les
résultats obtenus dans I’ensemble sont peu dépendants des méthodes utilisées (DAGNELIE,
2006). En fait, la CAH rassemble nos cultivars de maniére itérative afin de produire un
dendrogramme ou arbre de classification. La classification est ascendante car elle part des
observations individuelles ; et est hiérarchique car elle produit des classes ou groupes de plus
en plus vastes, incluant des sous-groupes en leur sein. En découpant cet arbre a une certaine
hauteur choisie, on produira la partition désirée.

Les résultats de la classification ascendante hiérarchique avec la méthode UPGMA des
données morphologiques sur base de la distance euclidienne, produit de deux dendrogrammes,
le premier présente les groupes obtenus, le second présente comment les 7 cultivars sont
regroupes au sein des groupes obtenus. Le premier dendrogramme regroupe les 7 cultivars
dans trois principaux classes phénotypiquement liés comme représenté sur la figure N°17 (Cq,
C, et C3). Il montre non seulement les liaisons entre les trois classes obtenues mais aussi la

hauteur des branches nous indique leur niveau de proximité.
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Figure N°17 : Dendrogramme du regroupement en 3 principales classes

Le deuxiéme dendrogramme dans la figure N° 18 permet de visualiser la composition des
trois précédents groupes avec des niveaux de similitude (coefficient de corrélation de
Pearson) variant de 0,983 & 0,999. La1®"® classe comporte 5 cultivars Agchren de titest (double
aptitude), Aguenaou (double aptitude), Blanquette de Guelma (huile), Sigoise (double
aptitude) et Rougette de Mitidja (huile) qui sont caractérisés par des fruits et des endocarpes
de grandes tailles.

La 2°™ et 3°™ classe sont constituées par un seul cultivar : Limeli et Chemlal respectivement
caractérisés par de longues feuilles, des fruits et des endocarpes de petites tailles est tous les

deux destinées pour la production d’huile d’olive.
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FigureN°18 : Dendrogramme pour les 7 cultivars par la méthode CAH
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II. Caractérisation moléculaire

1. Extraction de I’ADN génomique de I'olivier

Les feuilles d’olivier sont particuliérement riches en carbohydrates. La matiére organique est
constituée par des protéines, des lipides, des monomeres et polyméres phénoliques (tel que les
tannins) et principalement par des polysaccharides (tel que cellulose, hémicelluloses). Cette
composition rend difficile 1’isolement de I’ADN. Raison pour laquelle nos premiéres intentions et
efforts ont été concentrés pour I’adoption de la meilleure méthode d’extraction susceptible de
donner une bonne qualité d’ADN utilisable comme matrice pour divers actions PCR. Pour ce
faire, trois différentes techniques d’extraction de I’ADN génomique, dont certaines sont tres
connues, ont été testées.

Le protocole de Dellaporta et al., (1983) et de CTAB(Doyle et Doyle, 1987) sont tres efficientes
et communément utilisées pour extraire I’ADN génomique de plantes (Corniquel et al., 1994 ;
Khadari et al., 1994 ; Dwivedi al., 2001 ). Vue le soucis de la disponibilité du matériel végétale
(emplacement de la collection) et a I’issue des essaie, la méthode adoptées et celle développer par
Benbouza et al., (2006), qui est une optimisation de la méthode CTAB dont les principales
modifications concernent la précipitation de I’ADN a -20 °C, I’incubation a 60 °C de I’ADN re-
suspendu dans une solution TE et la centrifugation a 4 °C pour toutes les étapes d’extraction. La
méthode ameéliorée est relativement rapide, peu colteuse et donne des rendements moyens
réguliers (60-1000 ng/ul) en ADN de bonne qualité. Le protocole a été utilisé avec succes sur des
feuilles séchées a 25°C pendant 5jours.

Solution d’ADN Qualité de ’ADN sur gel d’agarose 0,85%

Les résultats dans le tableau (20) témoignent de 1’efficacité et la rentabilité du protocole de
Benbouza et al., (2006). Selon le méme tableau, plus de 90% d’extrait d’ADN des différents
cultivars, ont enregistré une valeur du rapport ADN/protéines supérieur a 1,9 d’ou une trés

bonne qualité d’ADN. La plus grand quantité (1077ng/pl) a été extrait des feuilles du cultivar
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Bouchouke Soummame, tandis que la plus faible (70 ng/ul) a été obtenue avec celle de
Takesrit.

Tableau 20 : Qualité et quantité de I’ADN a partir des feuilles séches utilisant le protocole de
Benbouza et al., 2006

Cultivar Quantité de PADN Rapport
(ng/nl) DO260/D0Oogg

Abani 314 1,92
Aeleh 619 1,83
Aghchren del ousseur 175 1,85
Aghchren de titest 396 1,94
Aghenfas 776 1,98
Aguenaou 660 1,95
Azerdaj 546 1,73
Beskri 358 1,95
Blanquette de Guelma 601 1,93
BouchoukeSoummame 1077 1,97
Bouichret 378 1,96
Chemlal 413 1,86
Ferdel 213 1,93
Ferkani 387 1,96
Gelb al faroudje 206 1,88
Limli 404 1,86
Rougette de Mitidja 335 1,90
Sigoise 98 1,91
Sofiana 337 1,86
Souidi 869 1,97
Takesrit 70 1.80
Tefah 848 1,98
Telthi 211 1,97
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~

2. Mise au point et optimisation de la réaction d'amplification en chaine
par polymérase (PCR/SSR)

La qualité¢ de I’ADN extraite joue un role important dans la réussite de son amplification par PCR.

Grace au bon rendement en qualité et en quantité d’ADN obtenu, la phase de la mise au point de

différentes techniques d’amplification via PCR, a été tres réduite. D’emblée, les tests réalisé par

I’utilisation des programme du cycle thermique de Carriero et al.,(2002) pour 5 amorces (GAPU
101, GAPU 103A, GAPU71A, GAPU71B et GAPUS9),Cipriani et al., (2001) pour 4 amorces
(UD0O99-012, UDO99-028, UD099-039 et UDO99-043)et Sefc et al., (2000) pour 2 amorces
(DCA9 et DCA18)avec 25ng d’ADN, ont été concluant. Toutefois, les bandes obtenues ont été de

faible intensité nécessitant ainsi I’optimisation de certains parametres de la réaction PCR. En effet,

une bonne résolution des bandes et une réponse positive de toutes les amorces testées ont été

réalisées apres une optimisation de la réaction PCR. En grande partie, les parameétres liés a la

quantité de la Taq ADN polymérase et des amorces. En fin, les amorces testées lors de cette phase

de mise au point, se sont avérees trés polymorphes (Figure N°19).
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3. Caractérisation des amorces SSRs

Chapitre 111 : Résultats et discussions

3.1 Evaluation du polymorphisme des SSRs
3.1.1 Analyse de la diversité des marqueurs

~

Les 11 amorces utilisées ont généré des profils polymorphes, avec des fragments

reproductibles pour les 26 cultivars. Un total de 129 alléles a été amplifié avec une moyenne
de 11 alleles par locus allant de 6 pour GAPU59 a 21 pour GAPU103A (Tableau 21). Parmi
les 129 alleles amplifiés, 45 sont des alléles privés, ou le locus UDOA43 a enregistré le plus

grand nombre d'alléles privés sur les 26 cultivars. Des analyses précédentes de diversité sur

I’olivier cultivées rapportent des moyennes semblables a nos résultats, parmi eux on peut

citer :

v Haouane et al., 2011 : travail sur la collection mondiale de Marrakech : moyenne de

17,5 alléles par locus,

v Truillo et al., 2013 : travail sur la collection mondiale de Cordoba, Espagne avec une

moyenne de 14,12 alleles par locus,

v' Diez et al., 2014 : analyse de cultivars provenant de 21 pays: moyenne de 16,64

alleles par locus,

v" Yoruk et al., 2014 : résultats d’analyse sur des cultivars turque : moyenne de 18,8

alléles par locus,

v' Chalak et al., 2014 : analyse de cultivar du Liban : moyenne de 10,9 alléles par locus,

v" Muzzalupo et al., 2014 : analyse de cultivars Italiens : moyenne de 7,6 alléles par

locus.
Tableau 21 : Parametres génétiques pour les 11 marqueurs SSRs

Locus SSR N NDC Ng PD Fis Fit Fst R
GAPU 101 12 2 18 0,896  -0,297 0,361 0,507 0,131
GAPU 103A 21 7 30 0934 -0,723 0,144 0,503 0,037
GAPU 71 B 11 4 19 0,876  -0,732 -0,090 0,370 0,002

GAPU 59 6 2 6 0,368  -0,33 0,289 0466 0
GAPU 71A 8 2 11 0,860 -1 0,814 0,907 0,176
UDO 12 9 2 13 0,845 0,071 0,823 0,809 0,222
UDO 43 15 7 18 0,868 -0,591 0,269 0,541 0,077
UDO 39 11 4 16 0,804 -0,315 0,707 0,777 0,141

UDO 28 11 2 15 0,887 -0,942 -0,024 0473 0
DCA9 15 6 22 0,922 -0511 0,442 0,640 0,019
DCA 18 10 2 14 0,869 -0,297 0,792 0,694 0,221

Moyenne 11 / / / -0,519 0,412 0,608 /

N : le nombre d’alléles détectés, NDC : le nombre de cultivars distingués, Ng : le nombre total de génotypes,
PD : le pouvoir de discrimination, Fis : différenciation a I’intérieur des populations,
Fit : différenciation des individus par rapport au total, Fst : variance standardisée, R : fréquence des alléles nul.
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La taille des alléles obtenus varie de 102 pb pour GAPU103A a 248 pb pour GAPU71A, alors
que, les fréquences varient de 0,038 pour I’allele 199pb au locus UDO43, jusqu'a un
maximum de 0,91 pour I’allele 156 pb au locus GAPUS59 (tableau 22). A noter que I’alléle
156 pb au locus GAPUS9 est presente en une copie dans I'ensemble des cultivars étudiés a
I'état homozygote (Tableau 22). Les plus faibles fréquences allélique sont enregistré pour les
loci ayant amplifi¢ un nombre élevée d’alléles, parmi eux on a le locus GAPU103A, par
exemple on a un alléle unique d’une taille de 136bp observé uniquement chez le cultivar
Aeleh (FigureN°17). La diversité génétique d’un locus donné est exprimée également par le
PD (Power of discrimination) lui-méme calculé, par la formule décrite par Tessier et al.,
1999. La valeur PD donne une estimation du pouvoir discriminant d’un locus en prenant
compte le nombre de génotype et aussi de la fréquence de chacun. Les valeurs de PD vont de
0 a1, les valeurs PD son repris dans le tableau 22. Nous avons une valeur moyenne de 0,836
avec un minimum de 0,368 pour le locus GAPU59 et 0,93pour le locus GAPU103A.
3.1.2 Diversité intra-cultivars
Les parameétres de diversité intra-populations ont été calculés, ils sont montrés dans le tableau
22, 23 et la figure N°18.

v Le pourcentage de loci polymorphes (P)
Le taux du polymorphisme des loci varie de 27%, chez le cultivar Bouichret a 100% chez le
cultivar Limeli, avec une moyenne de 58% pour 1’ensemble des 26 cultivars étudiés (Figure
N°20). Le taux de polymorphisme varie en fonction de la taille de 1I’échantillon analysé, les
alleles de faibles fréquences peuvent étre facilement observés dans des échantillons de grande

taille. Ce parametre n’est donc pas un bon indicateur de la variabilité allélique (Nei, 1987).

Sigoise
ChemlalB TiZo,00% JLimeli
ChemlalBT1 90.00% Rgt mitidja
SigoiseBT 80.00% Blqt guelma
Ferdel . Aguenaou
Beskri Chemlal
Telthi Agh titest
Aghenfas Azerdaj
Agh del ousser Bouchouk S
Aeleh Bouichret
Abani v Takesrit
Tefah Souidi
Ferkani GEF
Sofiana
%P

FigureN°20 : Pourcentage des loci polymorphes
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Tableau 22 : Taille et fréquence allélique pour les 11 SSRs analysés sur I’ensemble des 26 cultivars d'oliviers

Locus Alleles sizes and frequencies
GAPU 101 190 194 196 198 200 202 204 206 208 212 218 222
0,167 0,083 0,368 0450 0,330 0,180 0,280 0,140 0,101 0083 0212 0131
GAPU103A 102 110 114 136 138 143 146 148 150 152 154 156 159 162 164 166 172 175 182 189 192
0,125 0,167 0,125 0,167 0,125 0,340 0,26 0,150 0,22 0,21 0,063 0,225 0438 0,167 0,140 0125 0102 0250 0,09 0,188 0,146
GAPU71B 114 116 120 123 124 126 128 130 138 140 142
0250 0083 0420 0290 0125 0,380 0,063 0220 0140 0,190 0,063
GAPU 59 156 206 210 212 220 222
0,910 0,083 0,094 0,073 0083 0,146
GAPU 71A 210 212 214 217 227 234 242 248
0438 0167 0,622 0525 0,318 0,375 0460 0,333
UDO 12 160 162 166 168 170 174 176 180 182
0125 0333 0439 0351 0375 0125 0,125 0,553 0,377
UDO 43 142 152 154 156 166 168 170 172 174 178 188 199 208 216 218
0083 0400 0312 0307 0375 0456 038 0116 0167 0083 0083 0038 0083 0,167 0,125
UDO0 39 122 124 126 174 177 207 209 213 217 228 230
0520 0558 0500 0417 0187 0063 0125 0875 0,285 0,125 0,249
uUD028 145 156 169 180 182 184 185 186 200 202 204
0,167 0257 0250 0,231 0174 0500 0278 0276 0308 0,288 0,279
DCA9 158 165 168 170 172 179 180 183 188 189 190 192 194 199 204
0375 0083 0160 0395 0167 0125 0500 0500 0232 07167 0256 0169 0175 0,125 0,400
DCA18 168 172 174 175 177 178 179 181 185 187
0,167 0,28 0,00 0538 0,336 0476 0271 0350 0,104 0,312
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v’ Le nombre d’alléles par locus (Na) et le nombre d’alléles effectif (Ne)

Une autre mesure de la variabilité est la moyenne du nombre d'alléles par locus (Na). De
plus, pour déterminer la fréquence de ces alléles, pour un locus et un taux d'hétérozygotie
donnés, on définit le nombre d’all¢les efficaces (Ne), maintenus dans une population d'effectif
N, comme le nombre théorique d'alleles possibles dans une population de méme taille et de
méme hétérozygotie a I'état stationnaire, mais dans laquelle tous ces alléles auraient la méme
fréquence (Kimura et Crow, 1964). On remarque que le nombre efficace d'alleles est plus
faible que le nombre réel (sauf dans le cas ou ceux-ci ont des frequences alléliques égales).
Dans ce cas, le nombre efficace d’alleles (Ne) est égal au nombre réel d’alléles. Dans une
situation de consanguinité, les fréquences vont se déséquilibrer, un alléle étant favorisé par
hasard au détriment des autres. Le nombre efficace d’all¢les sera alors inférieur au nombre
réel.

Nos résultats montrent (Tableau 23), une grande homogénéité des indices de diversité
intra-population. Selon le locus, le nombre moyen d’alléles varie de 1,077 a 2,346, tandis que
le nombre efficace d’alléles varie de 1,077 a 2,259. De plus, on constate que le nombre
d’all¢les detectés (N) et le nombre de cultivars distingués (NDC) semblent étre corrélés
positivement, cependant les valeurs élevées du pouvoir de discrimination (PD) ne conduisent

pas forcement a un nombre de cultivars distingués elevé.

Tableau 23 : Paramétres de diversité intra-cultivars

Locus SSR Na Ne I Ho He
GAPU 101 2,077 1,948 0,637 0,551 0,425
GAPU 103A 2,346 2,259 0,718 0,779 0,452
GAPU 71 B 2,346 2,200 0,774 0,885 0,51
GAPU 59 1,308 1,201 0,158 0,135 0,10
GAPU 71A 1,077 1,077 0,107 0,154 0,07
uUDO 12 1,423 1,375 0,239 0,144 0,155
UDO 43 1,885 1,802 0,520 0,548 0,344
UDO 39 1,346 1,245 0,254 0,231 0,175
UDO 28 2,000 1,979 0,651 0,885 0,456
DCA9 1,769 1,686 0,475 0,503 0,324
DCA 18 1,615 1,559 0,376 0,551 0,425
Moyenne 1,745 1,666 0,446 0,488 0,312

Na : nombre d’allele différents, Ne : nombre d’alléle effective
| : Indices d’information de Shannon
Ho : Hétérozygotie observé, He : Hétérozygotie observé
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v L’indice de diversité de Shannon (I)
L'indice de Shannon est un indice d'abondance basé sur la diversité spécifique, plus il est
grand, moins les populations sont homogenes. Il permet de décrire, avec d'autres, la structure
d'une population. Tous les groupes de notre etude présentent un indice de diversité de
Shannon inférieur a 1, ce qui indique que tous les groupes d’accessions ont une tendance a

I’homogénéité (figure N°21).
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Figure N° 21 : Représentation graphique des différents indices génétique

v’ L’hétérozygotie observée (Ho) et I’hétérozygotie attendue (He)

L’indice Ho représente 1’hétérozygotiec observée, alors que He représente 1’hétérozygotie
attendue tous les deux mesuré a partir des analyses génotypiques. L'hétérozygotie attendue
(He) varie de 0,07 pour le locus GAPU71A a 0,51 pour le locus GAPU71B, avec une
moyenne de 0, 312 (Tableau 23).Pour I’hétérozygotie observé (H0) on a un minimum de
0,135 pour le locus GAPU5S9 et un maximum de 0,885 pour le locus GAPU71B et un
moyenne de 0,488. En comparant ces deux indices il est possible de déduire I’impact des
forces évolutives dans les populations dues a 1’autofécondation ou a 1’autogamie.

Il ressort de nos résultats, une concordance entre 1’hétérozygotic observée (H,) et
I’hétérozygotie attendue (He) ou les valeurs les plus élevées sont enregistré chez GAPU103A,
GAPUT71B et UDO28, tandis que GAPU59 et GAPU71A ont eu les valeurs les plus faibles.
Nous avons constaté aussi que 1’hétérozygotie observée est supérieure a 0,550 pour les quatre
loci (GAPU 101, GAPU 103A, GAPU71B et, UD028) ce qui indique une importante diversité

dans nos échantillons. Les valeurs de 1’hétérozygotie observée (H,) plus élevée que
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I’hétérozygotie attendue (He), révélant un excés d’hétérozygoties et qui peut s’expliquer par
une origine multi parentales des cultivars analysées.
Le calcul des fréquences des alléles nuls, avec le logiciel FREENA (Chapuis et Estoup, 2007)
a ete utilisé dans le but dajuster les estimations de I’indice de fixation. Les valeurs
supérieures a 0,20 ont été considérées comme un seuil au-dela duquel la signification de
I’hétérozygotie attendue sera sous-estimée (Chapuis et Estoup 2007). Tous les loci ont donné
des valeurs acceptables a I'exception des deux loci UDO12 et DCA18 (Tableau 21).
3.1.3 Diversité genétique inter-cultivars
Pour décrire la diversité génétique entre les cultivars nous avons utilisé dans la présente étude
trois parametres.

v F-statistiques de Wright
[Is permettent de connaitre la structure génétique d’une espéce grace a I’estimation, d’une
part, de la fixation des all¢les dans 1’ensemble des populations (Fi;) et a I'intérieur des sous
populations (Fis) et d’autre part grace a I’estimation de la différenciation génétique entre les
sous-populations (Fs). Ces statistiques de Wright ont été calculées pour chaque locus est sont
mentionnée dans le tableau 22.
Le Fis dénommeé aussi indice de fixation et appelé auparavant coefficient de consanguinité
(Wright, 1969), il refléte la différenciation des individus a I’intérieur des populations, nous
pouvons expliquer nos résultats comme suite :

e Fis =1 signifie fixation complete (cas d’autofécondation),
e Fis=0: population en équilibre de Hardy-Weinberg.
e Fis < 0: hétérozygotie excédentaire.
Donc d’aprés les résultats dans le tableau 22, nous avons un exces d’hétérozygotie vue les

valeurs négatives obtenus a I’exception d’UDO 12 avec une valeur de 0,071. Ce qui signifie
un faible taux de consanguinité entre les cultivars analysées.

Un autre indice le Fs qui correspond a la séparation génétique entre cultivars. Cet indice
mesure la réduction relative des hétérozygotes, lié aux différences alléliques entre sous-
populations. C’est un indice de diversification des populations. Si les sous-populations sont
identiques, Fs= 0. D’aprés Wright, 1978 :

e 0<F,<0,05:différenciation faible,

0,05 < F¢ < 0,15 : différenciation modérée,
0,15 < F¢ < 0,25 : différenciation importante,
Fs > 0,25 : différenciation trés importante.

81



Chapitre 111 : Résultats et discussions \

Dans notre étude, la différentiation génétique moyenne (0,608) est trés forte. Enfin, le Fj; est
le coefficient global de la consanguinité. 1l reprend les effets de la consanguinité intra-cultivar

et de la subdivision inter-cultivar

3.2 Classification et identification des profils génétiques

La combinaison des 129 alleles amplifiés par les 11 SSR a permis de distinguer les 26
cultivars analysés. Les données obtenues ont confirmé que les profils génotypiques des SSR
permettent une identification sans ambiguité de tous les cultivars. Par contre, aucun des SSR
utilisés a lui seul n’était capable de différencier tous les cultivars. L’association des profils des
trois amorces : GAPU103A, UDO43 et DCA9 a permis la séparation de 77% des cultivars
étudier. En fait, 7 cultivars ont été identifiés grace au profil obtenu par GAPU103A et UDO43
et 6 cultivars ont été différenciés par DCA9. Au total de 23 alléles privé ont été amplifiés,
avec une variation allant d’un allele pour le locus GAPU101 et GAPU71A, a 11 alleles pour
le locus UDO43. D’apreés nos résultats et en examinant le nombre des génotypes (Tableau 22),
nous constatons 6 génotypes pour le locus GAPU59 avec la détection pour la 1% fois d’un

nouveau allele d’une taille de 156bp présent uniquement chez les cultivars algériens.
3.3 Structure génétique des cultivars d'olive étudiés

A. Méthode par estimation des distances génétique

Les données des microsatellites obtenues ont été utilisées pour évaluer les relations génétiques
entre cultivars par le biais de ’estimation des distances génétiques. La méthode de mesure
des distances le plus souvent utilisée est celle de la distance génétique standard de Nei (Nei,
1972). Afin de visualiser cette relation génétique entre les cultivars nous avons construit une
phylogénie, en utilisant la méthode non pondérée du groupe de pair des moyennes
arithmétiques (UPGMA). Le dendrogramme (Figure N°22), obtenu par la méthode UPGMA
sur base d’une matrice de similarité élaborée avec le coefficient simple matching, a montré
des grands niveaux de similitude entre les groupes, allant de 0,82 a 0,98, ce qui a permis de
structurer les génotypes en 3 principaux groupes (Figure N°21). Le coefficient de corrélation
cophenetic a donné une valeur significative, r = 0,79 (P< 0.001), entre le dendrogramme et la
matrice originale expliquant le choix de I’indice simple matching (Annexe 8).

Le premier groupe comprend 47 arbres représentant 21 cultivars, subdivisés en trois sous-
groupes : le premier composé de 13 cultivars destinés a la production d’huile ou a un double

usage (huile et olive de table).
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Les cultivars Bouichret, Takesrit et Souid

~

i représentent le deuxiéme sous-groupe. Pour le 3°™

sous-groupe il est composé des cultivars Chemal (avec les 2 individus agés de 30 et 300 ans),

Ferkani, Aeleh et Tefah. Le deuxiéme gr

oupe comprend deux sous-groupes, le premier sous-

groupe est représenté par le cultivar Limeli, et le second sous-groupe inclus les cultivars

Beskri et Ferdel. Le troisieme groupe comprend uniquement 2 cultivars, Chemlal (un individu

agé de 2000 ans) et Abani qui sont des cultivars a production huiliere.
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SM et I’algorithme UPGMA
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B. Méthode de groupements bayesiens

L’analyse multidimensionnelle est la plus récemment utilisée, c’est une approche par
groupements bayésiens qui a ¢été utilisée pour I’analyse du mélange des données
microsatellites des différentes cultivars (Pritchard et al., 2000). Cette classification
bayésienne est appliquée afin de déduire le nombre d’unités génétiques (clusters) et leur
délimitation spatiale. Elle utilise l'information génétique pour déterminer 1’appartenance de
population d’individus sans assumer les populations prédéfinies. De ce fait, ils peuvent
affecter soit le cultivar ou une fraction de son génome sur la base de génotypes multilocus.
Parmi les programmes qui utilisent les méthodes bayésiennes, nous avons optés pour
STRUCTURE V. 2.3.3, (Pritchard et al., 2000; Pritchard et al., 2010) pour identifier le
nombre de clusters (K) d'individus génétiqguement similaires. L'analyse a été réalisée dans le
cadre du modele de mélange et de la corrélation entre les fréquences alléliques des cultivars
étudiés. En utilisant le logiciel STRUCTURE, les estimations de log-vraisemblances des
données ont été obtenues pour chacun des 20 runs indépendants pour chaque valeur K, allant
de 1 a 20. Aucune information préalable n’a été utilisée pour définir les clusters. Le nombre
le plus probable du cluster (K) de la collection de I'olivier a été évalué compte tenu du
critere de plateau (Pritchard) et la distribution de Ak (méthode Evanno, Evanno et al., 2005).
Dans notre analyse, la moyenne log-vraisemblance de la courbe a atteint une valeur
maximale autour k = 9 (Annexe 9), la cohérence entre les différentes simulations au sein de
chaque k (parmi les 20 essais) a été €évaluée et visualisée par le coefficient de similitude

(Figure N°23).

DeltaK = mean(|L'"(K)|) / sd(L(K))

1.5¢

Delta K
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Figure N°23 : la relation entre K (nombre présumé de cluster) et delta K
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L’analyse par groupement bayésiens en utilisant le programme STRUCTURE, a permis la
séparation de nos cultivars locaux d'oliviers en neuf pools génétiques (clusters) comme il est
démontré dans la figure 23, avec une hétérozygotie observée allant de 0,33 a 0,705 avec une
moyenne de 0,48 (Tableau 24). Le taux de polymorphisme reste élevé est varient de 81% dans
les clusters 6 et 7 a 100% dans les clusters 3, 5 et 7. A noter, que le cluster 7 contient un
unique cultivar « Limeli », enregistrant, ainsi, la valeur d’hétérozygotie observée la plus
élevée avec 27 alléles amplifiés. Six des neuf indices de fixation (Fis) sont significativement
differents de zéro (Tableau 24) avec des valeurs positives, indiquant ainsi un déficit
d’hétérozygotie di a une haute consanguinité entre les cultivars composant ces clusters avec
la plus haute valeur positive pour le cluster 1 (2 cultivars) suivie du cluster 4 (avec 4
cultivars), cluster 3(avec 4 cultivars), cluster 8 (avec 4 cultivars), cluster 2 (3 cultivars ) et en

dernier le cluster 5 (3cultivars).

Tableau 24 : Parametres génétiques pour les onze SSR estimés pour les 9 clusters identifiés

Chapitre 111 : Résultats et discussions \

par STRUCTURE
Cluster Cluster Cluster Cluster Cluster Cluster Cluster Cluster Cluster Mean
1 2 3 4 ) 6 7 8 9
P% 90,91% 90,91% 100,00% 90,91% 100,00% 81,82% 100,00% 90,91% 81,82% 91,92%
H, 0,33 0,386 0,443 0,350 0,591 0,568 0,705 0,386 0,527 0,48
H. 0,487 0,503 0,604 0,551 0,705 0,457 0,469 0,507 0,424 0,523
Fi, 0,383 0,267 0,331 0,364 0,149 -0,243  -0,467 0,288 -0,106 0,107

P% : Taux du polymorphisme, Ho : I’hétérozygotie observée, He : I’hétérozygotie attendue, Fis : indice de
fixation

En général, I'analyse par STRUCTURE refléte le regroupement UPGMA. Bien que, l'analyse
bayésienne apporte plus d’importance a la structure génétique et prend plus en détail la
comparaison entre les profils génétique obtenus que les résultats fournis par I’analyse de
NTSY. Par conséquent, le mélange et la fragmentation des groupes génétiques ont été
enregistrés. Nous avons observé que le groupe 7, avec la valeur la plus élevée d’hétérozygotie
observé, inclus un seul cultivar, Limeli, qui a amplifié le plus grand nombre d'alléles
(27alleles) comparé a d'autres cultivars. En outre, les résultats de [’analyse avec
STRUCTURE ont permis l'inférence des relations entre les cultivars étudiés et I’obtention de

regroupement plus constant.
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STRUCTURE a permis le regroupement des accessions en fonction de leur utilisation
(Tableau 25, figure n°24).Le Cluster 4 et 8 avec un mélange de génotype tandis que le cluster
1 avec une constitution génétique homogéne. Selon Besnard et al., 2002, les oliviers sont
propagés végetatif, le matériel génétique de la région de I'Ouest a été incorporé dans des
cultivars locaux (Besnard et al., 2002). Un des exemples trouvés dans notre étude et qui met
en évidence cette théorie est le fait que le cultiva Sofiana est utilisé comme olive de table,
alors qu’il est classé dans le cluster des cultivars a huile. Ceci est expliqué par le fait que

Sofiana a été greffées sur le cultivar Chemlal, cultivar a huile par excellence.

Tableau 25 : Composition des clusters obtenus par le logiciel STRUCTURE

N° Cultivars Utilisation
cluster

1 Rougette de Mitidja, Chemlal Huile

2 Bouichret , Takesrit et Souidi Huile

3 Gelb al faroudje, Sofiana, Ferkani et Tefah Double/olive
table/huile

4 Blanquette de guelma, Aguenaou, Aghchren de titest et Telthi Double usage

5 Abani, Aeleh et Chemla BT Huile

6 Beskri et Ferdel Olive de table

7 Limli Huile

8 Azeardaj, Bouchouke soummam, Aghenfess et Aghchren del Double usage

oussour
9 Sigoise et Sigoise BT Olive de table

En fait, et aprés enquéte aupres des agriculteurs de la région il s’est avérer que le
cultivar Sofiana est le résultat du greffage d’un cultivar espagnol sur un olivier sauvage. D’un
autre coté il n’est pas a exclure qu’il est des mutations ponctuelles pouvant ainsi produire de
nouveau génotypes (Rotondi et al., 2011). Les résultats de I’analyse avec Structure a permis
aussi de regrouper les cultivars Abani, Aeleh et Chemlal BT dans un unique cluster (n°05),
cultivars connus pour étre ceux qui donnent le meilleur rendement en huile en Algérie
(Mendil et Sebai 2006). Un nombre élevé d'alléles privés (un total de 19) ont été trouvées
dans ce cluster, en outre, le locus GAPU103A qui a amplifié un alléle unique, (136 pb) pour

les cultivars Aeleh.
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Figure N°24 : Structure des cultivars et de ces accessions d’oliviers inférer a (K =9)
Chaque accession d’oliviers est représentée par une barre verticale divisée en segments colorés, et leurs longueurs indiquent les proportions du génome attribué au génotype
inféré. Les principaux pools génétiques ont été indiqués au-dessus des barres de couleur.

R
87



Chapitre I11 : Résultats et discussions \

3.4 Diversité génétique intra et interspécifique

La structure génétique des cluster a été évalués par l'analyse de variance moléculaire
(AMOVA) (Excoffier et al., 1992), dont les résultats sont reportés dans la Figure N°25.
L’analyse a révélé que 27% de la variation génétique a été trouvé parmi les clusters et 73% de

la diversité a été exprimée au sein des

Clusters. Percentages of Molecular Variance
Pour mieux visualiser les distances

génétiques nous avons  calculés les
estimations de Nei (1978) entre les clusters

appariées. La valeur la plus élevée de la

distance génétique,
Within Pops
73%

observée etait de 1,417 observée entre le
cultivar Limli, destiné a huile par excellence,
et le cultivar Sigoise, connu pour son gros

fruit, et est utilisé principalement comme

d Among Pops & Within Pops

olive de conserve. Par contre, il apparait que
les cultivars du cluster 4 et ceux du cluster 8
. . - Figure N° 25 : Pourcentage de la variance moléculaire
sont étroitement génétiquement liés, la valeur

de distance génétique enregistrée est de 0,489.
(Tableau 26).

Tableau 26 : Matrice des distance génétique de Nei’s entre les 9clusters

clusterl cluster2 cluster3 cluster4 cluster5 cluster6 cluster7 cluster8 cluster9

0,000 clusterl
1,037 0,000 cluster?
0,764 0,935 0,000 cluster3
0,682 0,805 0,553 0,000 cluster4
0,635 1,135 0,724 0,799 0,000 cluster5
1,114 1,147 0,825 0,892 0,911 0,000 cluster6
0,955 1,301 0,835 0,914 1,200 0,898 0,000 cluster7
0,827 0,976 0,578 0,489 0,855 0,989 1,211 0,000 cluster8
1,062 0,616 0,750 0,740 0,987 1,347 1,417 0,859 0,000 cluster9
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I1I. Caractéristiques physico-chimiques de I’huile monovariétale
1. Indices de qualité de I'huile d’olive

1.1 Acidité

Les teneurs de I’acidité libre des échantillons analysés sont exprimés en pourcentage d’acide
oléique et illustrés sur la figure N°26. On remarque sur cette derniére que le pourcentage de
’acidité libre des huiles des différents cultivars étudiés se situe entre 0,073 et 0,221%. Sur la base
de cet indice ; toutes les huiles analysées semblent se classer dans la catégorie « extra vierge»
puisque la teneur en acide gras libre des échantillons analysés reste en dessous de 0,8% (norme du
COIl). L’huile du cultivar Rougette de Mitidja a exprimé les teneurs d’acidité les plus faibles
contrairement a celle du cultivar Limli qui a enregistrée les teneurs d’acidité les plus élevées. Selon
El Antari et al., 2000, dans les conditions ou les olives sont récoltées a la main et transformées
directement sans procéder au stockage, ’acidité de I’huile ne devrait guére dépasser 0,5 %, ce qui
est le cas de nos huiles extraites. Ces valeurs sont semblables a celles rapportées par Tantaoui et al.,
2010 qui ont montré que 1’acidité libre reste en dessous de 0,8. De plus, nous constatons que les
teneurs d’acidité de nos cultivars sont moins ¢élevées que celles rapportées par Hamida Benabid et
al., 2008. Ces derniers ont indiqué, lors d’analyses des huiles de cultivars de différentes régions

oléicoles en Algérie des valeurs entre 1 et 3,3 meq d’O/kg.

Acidité(% en acide oléique)
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1

0,05 -
0
limli Aguenaou  Rougette de Blanquette de Aghchrende  Sigoise Chemlal
Mitidja guelma titest

FigureN°26 : Acidité des différents échantillons d’huiles
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Les huiles de nos cultivars sont moins acides que les huiles des variétés tunisiennes analysées par
Zarrouk et al., 2008, pour lesquelles I’acidité libre est comprise entre 0,38 et 0,41% d’acide oléique,
par contre elles sont proches des huiles des variétés espagnoles Picual,Cornicabra, Manzanilla,
Arbequina et Local dont les valeurs sont comprises entre (0,10 et 0,25 %) (Pardoet al., 2007) et des
variétés d’huiles européennes introduites en Tunisie ainsi que la variété tunisienne Chemlali dont

les teneurs varient entre (0,11 et 0,28 %) (Dabbou et al., 2010).

1.2 Indice de peroxyde

La détermination de la teneur en peroxydes dans les huiles permet d’évaluer le niveau d'oxydation
primaire, ces réactions d’oxydation représentent la cause principale de ’altération du gott et de
I’odeur de I’huile d’olive. Il indique 1’état de rancissement de 1’huile d’olive qui pourrait étre 1i¢ a
I’¢état avancée de maturation des olives, a I’exposition des olives et/ou I’huile d’olive a I’oxydation
lors des différentes étapes de trituration et lors du stockage. Les huiles analysées montrent des
indices de peroxyde qui oscillent entre 2,4 meq d’O2/Kg pour les cultivars Aguenaou et Blanquette
de guelma, et de 8,4 meq d’O2/Kg pour le cultivar Chemlal (Figure 27). En comparant ces valeurs a
celles de la norme commerciale du COI, on constate également que tous les échantillons analysés
sont conformes a la norme ce qui permet aussi de classer les huiles de nos cultivars dans la

catégorie « extra vierge» (IP<20).

Indice de peroxyde (meq d'O2/Kg)
10
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1
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limli Aguenaou Rougette de Blanquette Aghchrende  Sigoise Chemlal
Mitidja de guelma titest

Figure N°27 : Indices de peroxyde des différents échantillons d’huiles
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Nos résultats indiquent des indices de peroxyde proches de ceux enregistrés pour les huiles des
variétés tunisiennes Chétoui, Jarboui , AinJarboua, NebJmel, Rekhami, Regreguiqui varient entre
2,63 et 7,90 meq d’0O2/Kg (Haddada et al., 2008) et des variétés espagnoles Picual, Hojiblancaet
Arbequina (4,30 et 7,5 meq d’02/Kg) (Gutiérrez et al., 2002 ) . Toutefois, les résultats obtenus reste
inferieures a certaines variétés italiennes aient des indices de peroxyde variant entre 5,3 et 24 meq
d’02/Kg (Del Carlo, 2004). Le méme constat est fait pour les indices de peroxyde trouvés chez des
variétés turques (entre 7,37 et 16,08 meq d’0O2/Kg) (Ocakogluet al., 2009) et ceux des huiles
produites au Maroc oriental, avec des teneurs en peroxydes qui vont de 7 a 15,4 meq O2/ kg d’huile
(Tanouti et al., 2010).

Il est & noter que toutes les huiles étudiées présentent des teneurs relativement faibles, ce qui traduit
une faible oxydation. Selon Sanchez Casas et al., 1999, ce parametre pourrait étre retenu pour
contréler les problemes de production, en particulier les problemes qui peuvent se produire apres la
récolte et au cours de la transformation.

1.3 Absorbance dans l'ultraviolet

L’extinction spécifique des huiles dans I’ultraviolet constitue un paramétre important de leur
qualité. En effet, a 232 nm, elle permet d’évaluer la présence de produits primaires d’oxydation des
acides gras (hydroperoxydes linoléiques...), alors qu’a 270 nm les produits secondaires d’oxydation

des acides gras (alcools, cétones,...) sont détectés (Tchiegang et al., 2005).

mK232 mK270

mil

limli Aguenaou Rougette de Blanquette de Aghchren de  Sigoise Chemlal
Mitidja guelma titest
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Figure N°28 : Coefficient d’extinction spécifique a 270 nm et 232nm des différents

échantillons d’huiles
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Les valeurs les plus élevées du coefficient K232 sont relevées pour le cultivar Limeli (2,58) et
Chemlal (2,45) et la valeur la plus basse est enregistrée pour les cultivars Rougette de Mitidja
(1,15) et Blanquette de Guelma (1,23). Quant au coefficient K270, les valeurs obtenues se situent
entre 0,205 pour le cultivar Blanquette de Guelma et 0,269 pour le cultivar Limeli. Les
¢chantillons d’huile présentent tous des coefficients d’extinction spécifique dans I’UV (K232,
K270) égales aux limites établies par le COI (2003) pour une huile d’olive extra-vierge (K232 <
2,5 et K270 < 0,22). Les résultats que nous avons obtenus (Figure N°28) sont similaires ceux
enregistrés pour les variétés européennes introduites en Tunisie Ascolana Tenera, Koroneiki et
Picholine qui varient entre 1,6 et 2,8 (pour le coefficient K232) et entre 0,1 et 0,2 (pour coefficient
K270) (Dabbou et al., 2009) ainsi que des variétés grecques (1,20 a 2,40 pour le coefficient K232 et
0,07 a 0,20 pour coefficient K270) (Blekas et al., 2002).

Il est a noter que de nombreuses recherches ont montré que 1’origine géographique n'a pas
d’influence significative sur ce parameétre analytique qui est fondamentalement affecté par le
contact de I’huile avec 1’air et son exposition a la lumiére. Ceci est favorisé par les attaques
d’insectes ou les blessures des fruits, ce qui permet le contact de I’oxygene avec ’huile contenue

dans le mésocarpe (Ranalli et al., 1996, Kiritsakis et al.,1998).

2. Composition chimiques de I'huile d’olive
2.1 Détermination des phénols totaux par Chromatographie en Phase

Liquide a Haute Performance (HPLC)

L’analyse des résultats obtenus par HPLC montre une composition qualitative en composés
phénoliques similaire pour I’ensemble des échantillons, mais différente d’un point de vue
quantitatif. La composition de la fraction phénolique présente un intérét dans la caractérisation
variétale des huiles d’olive vierges (Dhifi et al., 2006). Les teneurs en polyphénols totaux
different significativement (p<0,05) d’un cultivar a un autre (Figure 29). Les teneurs les plus
élevées sont enregistrées pour les cultivars Blanquette de Guelma (482 mg/kg)) et Aguenaou
(325 mg/kg), alors que les valeurs les plus faibles sont obtenues pour les cultivars Aghchren de
titest (78 mg/kg) et Sigoise (55 mg/kg). Les huiles d'olives sont connues pour leur contenance
élevée en composés phénoliques par rapport aux autres huiles végétales raffinées. Ces composés
contribuent a la saveur globale complexe de I’huile d’olives (Kiritsakis et al., 1998) et lui
fournissent des effets antioxydants (Del Carlo et al., 2004), et sont en grande partie responsables

de sa durée de conservation (Servili et al., 2002).
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Figure N°29 : Chromatogrammes, HPLC, des Biophénoles totaux. Les valeurs des différents pics indiquent les composées phénoliques
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En fait, les variations des teneurs des polyphénols peut s’expliquer par plusieurs facteurs a
savoir la maturité des olives, le stockage avant la trituration des olives, la méthode de
fabrication mais dépendent également de la variéte cultivée et de la zone géographique
(Garcia et al., 2003) (effet du terroir). En effet, il semble que les huiles d’oliveraie situées en
altitude sont plus riches en phénols que les oliveraies des plaines (Ocakoglu, 2008). Les
quantités de phénols présentes dans les huiles d’olives qui ont été rapportées dans la littérature
sont trés variables. D’ailleurs, selon la durée de broyage et le contact avec 1’air, ’huile se
trouve appauvrie en polyphénols totaux et en o-diphénols responsables de 1’activité
antioxydant, ces composés relativement hydrosolubles passent partiellement dans les
margines (Chimi et al., 2006). Mais généralement, la concentration en phénols dans I’huile
d’olives varie entre 1g/kg et 800 mg/kg (Visioli et al., 1992). Montedero et al., (1992) ont
signalés des concentrations supérieure a 500 mg/kg, alors que Maestro-Duran et al., (1994)
ont indique des concentrations qui varient entre 100 et 800 mg/Kg. D’aprés Owen et al., 2000
la teneur en phénols est de 232 mg/kg pour I’huile d’olives vierge extra et de 62 mg/kg pour

I’huile raffinée.

Total phenolic compounds

Chemlal
Sigoise

Aghchren de titest

Blanquette de guelma

Rougette de Mitidja
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limli
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Figure N°30: Teneurs en polyphénols totaux des différents échantillons d’huiles
D’apres Tsimidou (1998), on peut classer les variétés étudiées par rapport a leurs teneurs en
polyphénols comme suit :
v Variétés a faible teneur en polyphénols totaux : 50-200 mg/kg
v Variétés a teneur moyenne en polyphénols totaux : 200-500 mg/kg

v’ Variétés a teneur élevée en  polyphénols totaux  500-1000mg/kg
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D’aprés cette classification, les cultivars Limeli, Aguenaou, Rougette de Mitidja, Blanquette de
Guelma et Chemlal sont classées dans la catégorie des variétés a teneurs moyennes en
polyphénols alors que les cultivars Sigoise et Aghchren de Titest dans la catégorie des variétés a
teneurs faibles en polyphénols (Figure n°30).
Les résultats que nous avons obtenus pour les teneurs en polyphénols totaux sont relativement
proches de celles des variétés italiennes étudiées par Baiano et al., 2009, pour lesquelles les
teneurs en polyphénols sont comprises entre 133,68 et 322,18 mg/kg, et des variétés turques
étudiées par Ocakoglu et al., 2009, dont les teneurs en polyphénols varient entre 75,46 et
333,37 mg/kg. Cependant les teneurs en polyphénols totaux de nos cultivars sont supérieures a
celles des variétés espagnoles analysées par Ceci et Carelli (2007), et aux variétés cultivées en
Argentine (Picual, Barnea, Empeltre, Manzanilla Californiana et Manzanilla Criolla) et dont
les teneurs varient de 37,2 a 93,2 mg/kg, et de 25,3 a 92,7 mg/kg, respectivement.
2.2 Composition en acides gras des huiles par GC/MS

Les résultats obtenus pour les 7 échantillons analysés par chromatographie en phase
gazeuse sont présentés dans le Tableau (27). Ces résultats montrent que la composition en
acides gras des huiles des cultivars étudiés présentent des teneurs en différents acides gras
répondant aux normes €tablies par le COI (2003) pour les huiles d’olives extra vierge (Conseil
Oléicole International, 2009). Cette composition acidique est variable, en effet ’acide le plus
dominant est I’acide oléique, toutes les huiles étudiées enregistrent des taux supérieurs a 60%.
Les proportions des acides gras ont permis la distinction entre les cultivars, pour I’acide oléique
les valeurs les plus élevées sont enregistrées pour le cultivar Rougette de Mitidja (70,09%)
suivies des cultivars Aghchren de titesn, Chemlal, Limli, Aguenaou et Sigoise (67,44% ;
65,50% ; 63,94% ; 63,14% et 62%). Par contre, la plus faible valeur est enregistrée par le
cultivar Blanquette de guelma (60,12%). Pour I’acide linoléique les valeurs oscillent entre
5,79% (Aguenaou) et 17,58% (Blanquette de guelma). D’aprés Gutierrez et al., 1999, au cours
de la maturation des olives, ’acide oléique est transformé en acide linoléique par I’enzyme
oléate dénaturasse. Le rapport acide oléique/acide linoléique est utilisé comme parametre de
stabilité, plusieurs études ont montré qu’un rapport élevé engendre une stabilité oxydative
importante (Haddada et al., 2007).
Les cultivars se distinguant par les rapports en acide oléique/acide linoléique les plus éelevées
sont : Rougette de Mitidja(20,52) ; Aguenaou(10,91) et Limli(5,59).
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Tableau 27: Valeurs moyennes des acides gras totaux des huiles des variétés (en % des acides gras totaux)

C16:0 C16:1 C18:0 Ci18:1 C18:2 C18:3 AGS: AGI:
culti acide acide acide acide id acide acide id C18 -1/C18 2 AGUAGS
uttivar palmitique palmitoleic  stéarique oléique i a(i',_e linolénique  gras acide ) .
inoléique saturé 93
insaturé
Limli 15,79 1,55 2,64 63,94 11,44 0,76 19,44 78,81 5,59 4,054
Aguenaou 10,04 0,92 2,38 63,14 5,79 0,76 37,85 80,54 10,91 2,127
Rougette de 12,06 1,33 2,82 70,09 3,41 0,88 16,25 87,27 20,52 5,371
Mitidja
Blanquette de 12,33 0,93 2,98 60,12 17,58 0,82 11,60 83,26 3,49 7,175
guelma
Aghchren de 12,04 1,92 3,38 67,44 13,79 0,79 17,82 78,45 4,89 4,402
titest
Sigoise 15,20 2,70 1,90 62,00 17,30 0,90 17,10 82,90 3,58 4,84795322
Chemlal 16,44 2,02 1,85 65,50 13,96 0,62 18,45 81,58 4,69 4,42168022
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Les taux en acides oléique et linoléique trouvés dans nos cultivars sont trés proches de ceux
obtenus pour des variétés marocaines (EI Antari et al., 2003), des variétés tunisiennes (Haddada
et al., 2007) et des variétés turques (Gurdeniz et al., 2008). Mais ces taux sont supérieurs aux
teneurs des variétés Chemlali et Chetoui de Sousse et de Sfax (Guerfel et al., 2009) et de la
variété espagnole Arbequina (Allalout et al., 2009) et inférieurs & ceux enregistrés par Pardo et
al., 2007, pour des variétés espagnoles (Picual, Cornicabra, Manzanilla, Arbequina, Local).
Certains acides gras minoritaires peuvent également étre utilisés comme indicateur variétal. Les
concentrations en acide palmitoléique, acide stéarique et acide linolénique sont trés faibles dans
tous les échantillons analysés et changent d’une huile d'olive a une autre. A noter aussi que les
taux d’acides gras saturés et insaturés varient en fonction de la variété, Rougette de Mitidja
(87,27%) ; Blanquette de guelma (83,26%) ; Sigoise (82,9%) et Chemlal (81,58%).

Le rapport entre les acides gras insaturés sur les acides gras saturés (AGI/AGS) montre
également une fluctuation en fonction des huiles étudiés. Ce rapport oscille entre 2,13 pour le
cultivar Aguenaou et 7,17 pour le cultivar Blanquette de guelma. Autant que ce rapport est
¢levé autant que 1’huile d’olive est d’une plus grande stabilité a 1’auto-oxydation et une valeur

nutritionnelle importante (Ryan et al., 1998 ; Abaza et al., 2003).
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Figure N° 31 : Chromatogramme type des esters méthyliques des acides gras
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Les résultats des analyses (13 parameétres) de I’huile d’olive obtenues ont été utilisés

3. La classification ascendante hiérarchique des huiles

pour évaluer les relations entre cultivars par le biais de I’estimation des distances. La mesure
des distances utilisée est celle de Pearson. Afin de visualiser cette relation nous avons construit
une phylogénie, en utilisant la méthode non pondérée du groupe de pair des moyennes
arithmétiques(UPGMA\).Le dendrogramme (Figure N°32), obtenu par la méthode UPGMA sur
base d’une matrice de similarité élaborée avec le coefficient de Pearson a montré une similitude
moyenne entre les cultivars de 0,549 a 0,998 ce qui a permis de les structurer on 3 différents
classes.

La 1%¢classe comprend 5cultivars : Limeli, Aguenaou, Rougette de Mitidja,Blanquette de
Guelmaet Chemlal. La 2°™ et 3°™ classe avec un seul cultivar respectivement : Agchren de
Titestet Sigoise (Annexe).
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Figure N°32: Dendrogramme pour les 7 cultivars par la méthode CAH pour les parametres de
I’huile
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Une autre représentation graphique (Figure N°33) permet de faire ressortir les parameétres les
plus discriminants entre les trois classes obtenus. Noter que ces parameétres sont :

e Variable 4 : le taux en acide oléique,

e Variable 8 : le taux en acide gras insature,

e Variable 13 : la teneur en polyphénols totaux.
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Figure N°33 : représentation graphique des caractéristiques des 3 classes engendrées
par la CAH
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Synthése des résultats et discussion générale

Afin de caractériser nos cultivars trois approches ont été mises en ceuvre dans le cadre de ce
travail. Une approche phénotypique, basee sur des descripteurs morphologiques, COI et IPGRI,
une approche biochimique basée sur 1’analyse de 1’huile monovariétale et une approche
moléculaire moyennant 1’utilisation des marqueurs moléculaire de I’ADN de type
microsatellite. Dans les paragraphes suivants, nous présentons une synthese des résultats
obtenus pour les trois types d’analyses.

1. Synthese de la caractérisation morphologique

Vingt-trois descripteurs (quantitatifs et qualitatifs) morphologiques, relatifs aux différents
organes de I’arbre (fruit, endocarpe, feuille et inflorescence), décrits dans le guide du Conseil
Oléicole International (COIl) ont été utilisées pour analysées un total de 7 cultivars, ayant un
nombre de pieds égale ou supérieur & 3, de la collection établis a I’Institut Technique de
I’ Arboriculture Fruitiére et de la Vigne (I.T.A.F.V) situé a Takerietz , ont été évalués.

Sur les vingt-trois descripteurs utilisés seuls neuf descripteurs quantitatifs (V1 : F longueurs,
V3: F rapport, V5: Fr largeur, V6 : Fr rapport, V7 : Fr poids, V8 : E longueurs, V9: E
largeurs, V10 : E rapport et V11 : E poids) et sept descripteurs qualitatifs relatifs a ’endocarpe
se sont avérés les plus discriminants car ils contribuent le plus dans la variabilité entre les
cultivars étudiees. En fait, les résultats indiquent que les cultivars sont répartis sur trois
groupes de cultivars : le 1" groupe (Agchren de titest, Aguenaou, Blanquette de Guelma,
Sigoise et Rougette de Mitidja) comprend des cultivars avec des fruits et des endocarpes de
grandes tailles utilisés pour la production d’huile ou ayant une double aptitude (Huile et olive
de table). Pour le 2°™ et le 3*™ groupes ils sont composés d’un seul cultivar: Limeli et
Chemlal respectivement. Ces cultivars sont caractérisés par des feuilles longues, des fruits et
des endocarpes de petites tailles et une vocation de production d’huile.

2. Synthese de la caractérisation biochimique

L’approche biochimique a été basée sur 1’analyse des huiles monovariétales de sept cultivars
caractérises morphologiquement. Un total de cinq parametres (acidité, indice de peroxyde,
absorbance dans 1’ultraviolet, polyphénols totaux et composition en acides gras) ont été doses
dont le profil en composés phénoliques et en acides gras sont en relation direct avec le caractére
intrinseque de la variétale (Gomez-Alonso et al., 2002; Oliveras-Lopez et al., 2007). Sur les
treize variables analysées, seul trois parameétres (le taux en acide oléique, le taux en AGI et la

teneur en polyphénol totaux) sont discriminants et permettent la visualisation de trois groupes
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distincts de cultivars : le 1* groupe comprend cinq cultivars : Limeli, Aguenaou, Rougette de
Mitidja, Blanquette de Guelma et Chemlal enregistrant les taux les plus élevées en polyphénols
totaux (202- 482 mg/kg), un pourcentage assez important en AGI (80-87%) et un taux moyen
d’acide oléique. Par contre, le 2°™ groupe est représenté par un seul cultivar Agchren de Titest,
qui est caractérisé par une huile ayant le pourcentage le plus faible en AGI, un taux moyen
d’acide oléique et un faible taux en polyphénols. Le dernier groupe est composé par la Sigoise

qui donne I’huile la plus riche en AGI et le taux le plus faible en biophénols.

3. Synthese de la caractérisation moléculaire

L’approche moléculaire a été basée sur I'utilisation de 11 paires d’amorces polymorphes
présélectionnés disponibles dans la littérature actuelle (Sefc et al., 2000 ; Carriero et al., 2002 ;
Cipriani et al., 2002) pour 26 cultivars collectées de deux sites différents dans le but de détecter
la variabilité inter et intra cultivars et de dégager les paramétres et les marqueurs SSR
discriminants. Les résultats ont révélé des groupes de cultivars partiellement isolés les uns des
autres, ou neuf clusters ont été identifiés avec une hétérozygotie observée moyenne de 0,48. Le
nombre moyen d’alléle obtenus est de 11,72 et est légérement supérieur a celui enregistré dans
d’autre pays (Cicatelli et al., 2013, Truillo et al., 2013 ; Diez et al., 2014 ; Yor Chalak et al.,
2014 ; Haouane et al., 2011 ; Chalak et al., 2014 ; Muzzalupo et al., 2014 ). Ces premiers
résultats indiquent que le germoplasme d’olive algérien comporte une importante diversité
génétique. Cet valeur élevée pourraient étre expliquée par I'origine non codante de I'ADN, qui
n’est pas soumis a une pression sélective (Testolin et al. 2000, selon Bracci et al., 2009) . De
plus, en raison du fait que I'olivier est une espéces allogames et que certains cultivars sont auto-
incompatibles, I'nétérozygotie et le taux du polymorphisme peuvent augmenter de maniere
significative (Angiolillo et al., 1999 ; Rallo et al., 2000). Nos résultats font ressortir aussi de
hautes fréquences alléliques due a I'amplification de deux différents alléles, particuliérement
pour les amorces: GAPU103A, GAPU71B et UDO28 qui peut suggerer une complete
duplication du génome (Cipriani et al., 2002).

La combinaison des profils obtenus par la amorces : GAPU103A, DCA9 and UDO43 a permis
la séparation entre 20 cultivars étudiées , ce qui fait d’eux d’excellent marqueurs génétiques.
Cette conclusion a été rapportée pour les méme locis dans différentes études sur le génotypage
d’olivier dans différents pays (Belaj et al., 2003;. Bandelj et al., 2004;. Alba et al., 2009;.
D'Imperio et al., 2011).
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L’analyse des statistiques de Wright dont le(Fis) rend compte de la consanguinité au sein des
cultivars étudiées, dans notre étude le Fis enregistre des valeurs négatives, ce qui indique un
exces d’hétérozygotie et donc une faible consanguinité entre nos cultivars. Quant a I’indice de
fixation (Fst) qui correspond a la séparation génétique entre variétés, nos résultats montrent une
important voir trés important différentiation génétique (Fs >0,15 a 0,25).

Le flux de génes est un autre parametre important a analyser qui permet d’indiquer les
échanges unidirectionnels ou bidirectionnels de genes par migration entre les populations et
joue un réle important dans la différenciation des populations (Zhao, 2006). Il montre le
mouvement des genes entre différents pools génétiques (Slatkin, 1985) ayant comme résultat
final ’homogénéisation des fréquences alléliques entre les populations. L’estimation de ce
parametre peut se faire indirectement a 1’aide de I’indice de fixation (Fst) de Wright, sur les
hypotheses d’absence de sélection et une situation d’équilibre entre la dérive génétique et le
flux de genes. La différentiation génétique entre les populations est inversement liée au flux de
génes qui existe entre elles. Dans notre étude, le flux de genes est faible dans tous les groupes
(cluster) ce qui s’explique par une forte différentiation entre les accessions (Fst €levé : entre
0,164-0,485).

Nos résultats ont fait ressortir aussi que I’amorce GAPU 59 malgré son faible
polymorphisme avec I’amplification de 6 alleles seulement dont un d’une taille de 156bp avec
une fréquence de (0,91) est détectée pour la 1% fois chez les cultivars algériens. Nous avons
aussi noté un excés d’homozygotie pour GAPUS59, ou 52 sur 58 des genotypes étaient
homozygotes avec un allele de petit taille. Cette derniére constatation a été retrouvée pour des
cultivars italiens dans les travaux de Bracci et al., 2009. L’intérét de cette allele (159bp) ne
réside pas seulement dans sa haute fréquence par rapport au cing autres alléles amplifiés mais
aussi le fait qu’il enregistre la fréquence la plus élevé par rapport aux 10 autres amorces
utilisées dans cette étude. Donc, cela témoigne de la bonne conservation de la région flanquant
de cette amorce au dépit des mutations putative qui pourrait se produire.

Dans notre étude aucun cas de synonymie (noms différents pour le méme génotype) n’a été
détecté, ce qui corrobore l'exactitude de la désignation des génotypes et le niveau de
polymorphisme dans les cultivars étudiés. Par contre, nous avons ressortie des cas
d’homonymie (méme nom pour genotypes distincts), le cultivar Chemlal a été regroupé en deux
groupes differents (I et 111 par la méthode UPGMA), vue leur origine géographique différents
(Batna et Kabylie). Les profils génétiques amplifiés ont été différents pour huit des 11 loci SSR

analysées. La discrimination des cas d’homonymes dans les germoplasme d'olive en utilisant
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I’outil moléculaire a été rapporté dans plusieurs travaux (Belhaj et al 2002 ; Khadari et al.,
2003; Noormohammadi et al., 2007).

Enfin, pour tous les cultivars étudiés, les indices de diversité utilisée ont montré que la
diversité génétique était davantage due a la diversité génétique intra-population qu’a la
diversité inter-population. On a mis en évidence que les marqueurs génétiques moléculaires
traduisent des structures de diversité genérale qui peuvent a leur tour servir de base pour
construire une «core collection». En effet, les marqueurs révelent parfois des groupes
d’accessions partiellement isolés les uns des autres, qui peuvent avoir fixé des all¢les distincts
pour des caractéres utiles, par effet de frondaison, par dérive génétique ou encore sous 1’action
de différentes pressions de sélection.

On peut en conclure qu’il existe une complémentarité entre les trois types d’analyses
(morphologique, biochimique et moléculaire) et qu’il n’est donc pas possible d’inférer une
analyse au dépend de I’autre. L’expression du phénotype peut étre influencée par
I’environnement, les tests moléculaires nous donnent une preuve incontestable de la variabilité

conservée dans les cultivars algériens ainsi que la détection d’alléles uniques.
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Conclusion et perspectives

Une collection de génotype caractérisée constitue une source de richesse pour les programmes
d’amélioration végétale. La mesure de la variabilité, la structuration des populations et le flux
des genes permettent en effet de réaliser une meilleure gestion du germoplame a la base de
tout programme de sélection.
Dans de notre étude, on a pu constater que cette variabilité est conservée aussi dans des
vergers de petites exploitations agricoles. Le présent travail qui traite du polymorphisme
phénotypique et moléculaire de 1’olivier provenant de différentes régions en Algérie
(Collection et verger) nous a permis d’atteindre les objectifs que nous nous sommes fixés au
début de notre projet a savoir la détermination des descripteurs phénotypiques et marqueurs
biochimiques et moléculaires nécessaires pour identifier les cultivars ayant des traits
agronomiques intéressants pour une meilleure gestion et exploitation rationnelle de ces
ressources génétiques d’olivier. Au cours de ces travaux de recherche, nous avons pu, en
premier lieu, catégoriser les différents cultivars d’olivier en se basant sur 1’analyse des traits
morpho-métrique liés aux feuilles, fruits et endocarpes. Ensuite étudier leur diversité
moléculaire et établir leur phylogénie. En second lieu, nous avons déterminé la qualité, les
composés phénoliques et la composition en acides gras présents dans 1’huile de quelques
cultivars d’huile d’olives algériennes.
L’¢étude phénotypique basée sur les traits des différents organes de 1’olivier a permis de
révéler un polymorphisme inter cultivars et de catégoriser et d’établir une fiche descriptive
préliminaire pour chaque cultivar. Selon I’importance morpho-agronomique et économique de
certains traits du fruit, endocarpe et feuille, nous avons distingué 3 catégories : 1€ére catégorie
renferme Agchren de titest, Aguenaou, Blanquette de Guelma, Sigoise et Rougette de Mitidja
dotées de fruits et d’endocarpes de grandes tailles utilisées principalement pour des fins de
production d’huile ou a double aptitude. Pour la 2éme et la 3°™ catégories : Limeli et
Chemlal, des cultivars avec des feuilles longues, des fruits et des endocarpes de petite taille et
a vocation huiliére. Cette séparation des cultivars a été en grande partie appuyeée et confirmee,
d’une part, par une classification hiérarchique via la méthode CAH et d’autre part, par la
méthode d’analyse en composantes principale.

L’analyse moléculaire des accessions a été précédée par la mise au point d’un
protocole d’extraction de ’ADN génomique et des méthodes d’amplification en PCR par
SSR. Le protocole nous a permis d’obtenir des extraits d’ADN de trés bonne quantité variant

de 70 a 1077 ng/ul et de qualité et dont le rapport ADN/protéine varie de 1,7 3 & 1,98.

e
104




L’analyse de ces 26 cultivars par les marqueurs SSR a permis de les distingués d’une manicre
précise. Les 11 amorces utilisées en PCR se sont révélées polymorphes. Au total 129 bandes
reproductibles dont 45 alleles privées ont été¢ amplifiées. L’usage de ces bandes SSR dans
I’analyse statistique UPGMA a montré une large diversité génétique notamment a un niveau
de similarité voisinant 82-98%. Toutefois, 1’analyse moléculaire faite par STRUCTURE été
plus détaillée et discriminante et a permis la séparation des 59 accessions (26 cultivars)
d'oliviers en neuf pools génétiques. L’utilisation de 1’outil moléculaire a permis de distinguer
facilement entre des cultivars ayant la méme utilisation, c’est-a-dire, en fruits de
consommation (consommation en frais ou mise en conserve), production d’huile ou a double
usage (fruit/huile). Donc, les cultivars utilisés pour la production de I’huile d’olive ont été
regroupés dans les clusters: 1, 2, 5 et 7. Ceux utilisés pour la consommation fraiche ou
conserve dans le cluster 6 et 9, tandis que ceux utilisé en double usage (fruit/huile) sont
regroupes dans les clusters : 3, 4 et 8.

Enfin, I’évaluation des indices de qualité des huiles d’olive montre que les huiles
produites a partir de sept cultivars, présentent toutes, sans exception, des valeurs d’acidité,
d’indice de peroxyde et des coefficients d’extinction spécifique dans ’'UV (K232, K270)
inférieures aux limites établies par le COI (2003) pour une huile d’olive extra vierge, ce qui
nous permet de les classer dans la catégorie « extra vierge ». La composition en acides gras
indique que toutes les huiles étudiées présentent des teneurs en différents acides gras
répondant aux normes établies par le COI (2003), pour les huiles d’olives extra vierges. Des
variations cultivar-dépendante en profils d’acides gras sont relevés, bien que, les cultivars
soient plantés dans la méme parcelle expérimentale, elles conservent leur propre rythme de
biosynthese des lipides, la composition en acides gras varie sensiblement d’un cultivar a un
autre, selon leur patrimoine génétique. L’acide oléique est I’acide gras dominant de la
composition des huiles étudiées, il présente des proportions supérieures a 60%, la valeur la
plus élevee est enregistrée chez le cultivar Rougette de Mitidja (70,09%). L’analyse de la
composition en polyphénols des échantillons des huiles d’olive par HPLC, nous révéle une
composition qualitative similaire en composés phénoliques individuels, mais différente d’un
point de vue quantitatif, ce qui nous a permis de faire une distinction variétale.

L’originalité de ces travaux, permettant 1’évaluation de la diversité phénotypique et
génetique de certains cultivars algériens ainsi que leur huile, ce qui constitue une valeur
scientifigue considérable et prometteuse. Travailler sur une espece méditerranéenne

emblématique telle que 1’olivier est enrichissant et valorisant tant sur le plan national
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qu’international. Cet arbre fruitier a d’énormes intéréts socio-economiques et écologiques ce

qui a poussé une équipe de chercheurs espagnoles a décoder le génome d’un olivier (variété

Farga dont I'age a €té estimé a environ 1200 ans), qui comporte plus de 56 000 genes, le

double du nombre de genes présents chez I'humain. Ces découvertes aideront a améliorer la

sélection de cet arbre économiquement important, de servir de base pour des recherches sur

I'histoire évolutive de I'arbre, ce qui révelera ensuite comment les oliviers poussant dans des

régions différentes s'adaptent a des conditions environnementales variées (Cruz et al., 2016).

Sur le plan national I’ouverture de nouvelles perspectives, dans le but de rentabiliser

davantage nos investigations, reste judicieuse a concrétiser :

1.

L’¢élargissement de cette collection d’olivier en y apportant de nouvelles accessions
provenant de toutes les régions d’Algérie non étudiées.

Enrichir les données de différentes collections ou accessions avec d’autres
informations utiles telles que la nature de plantation (cultivée ou spontanee), age,
production, exposition,.....

Evaluer la diversité génétique intra-cultivar et entre les types sauvages et cultivés en
Algérie.

Confronter les résultats d’analyse de ressource génétique algérienne d’olivier a ceux
de certains pays méditerranéens afin de construire un arbre phylogénétique global.
Valoriser les verges locaux et le systéme d’agriculture de petits agriculteurs afin
d’assurer un maintien de la variabilité in situ.

Utiliser un nombre de marqueurs et d’individus plus élevé ce qui permettrait de
réaliser d’autres applications comme la recherche des génes candidats liés a la
résistance au stress biotique ou abiotique.

L’authentification des origines variétales ou géographiques ainsi que I’appartenance

des huiles d’olives algérienne.
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Annexes

Annexe 1. Analyse de la variance de la longueur de la feuille

Sum of Mean
Source DF squares squares F Pr>F
Model 20 4698,6961 234,9348 10,4386 < 0,0001
Error 62 1395,3998 22,5064
Corrected
Total 82 6094,0959

Annexe 2. Analyse de la variance de la longueur du fruit

Sum of Mean
Source DF squares squares F Pr>F
Model 21 595,6534 28,3644 8,2964 <0,0001
Error 62 211,9712 3,4189
Corrected
Total 83 807,6246

Annexe 3. Analyse de la variance de la longueur de ’endocarpe

Sum of Mean
Source DF squares squares F Pr>F
Model 21 115,6296 5,5062 5,0959 <0,0001
Error 62 66,9914 1,0805
Corrected
Total 83 182,6210

Annexe 4. Analyse de la variance de la largeur de I’endocarpe

Sum of Mean
Source DF squares squares F Pr>F
Model 21 310,2019 14,7715 9,8459 <0,0001
Error 62 93,0168 1,5003
Corrected
Total 83  403,2187

Annexe 5. Analyse de la variance du poids de I’endocarpe

Sum of Mean
Source DF squares squares F Pr>F
Model 21 20,6630 0,9840 99,9480 <0,0001
Error 62 0,6104 0,0098

Corrected
Total 83 21,2733




Annexe 6. Analyse de la variance de la forme de I’endocarpe

Sum of Mean
Source DF squares squares F Pr>F
Model 21 17,2381 0,8209 5,6548 <0,0001
Error 62 9,0000 0,1452
Corrected
Total 83 26,2381

Annexe 7 : Corrélations et cosinus carré entre les variables morphologiques et les axes
principaux (F1 et F2)

Principaux axes
Variables CP1 CcP2 Plan factoriel 1-2
Corr Cos’% Corr Cos*% Cos*%
V1 :F longueur (L) -0,089 0,8 0,814 66,3 67,1
V2 : F largeur (l) -0,329 10,8 -0,011 0 10,8
V3 : F rapport (L/1) 0,231 5,3 0,723 52,3 57,6
V4 : Fr longueur (L) -0,494 24,4 0,122 1,5 25,9
V5 : Fr largeur (l) 0,924 85,3 -0,319 10,2 95,5
V6 : Fr rapport (L/1) -0,664 44,1 0,473 22,4 66,5
V7 : Fr poids 0,960 92,1 -0,135 1,8 93,9
V8 : E longueur (L) 0,723 52,3 -0,163 2,6 54,9
V9 : E largeur (1) 0,749 56,1 0,342 11,7 67,8
V10 : E rapport (L/1) -0,360 13 -0,685 46,9 59,9
V11 : E poids 0,822 67,6 0,383 14,7 82,3

Annexe 8 : Résultat du test cophenetique

N = 1653 points
Mean X = 0.8216 SSx = 1.6173
Mean Y = 0.8216 SSy = 2.5881

Tests for association :

Matrix correlation: r=0.79051 (= normalized Mantel statistic Z)
Approximate Mantel t-test: t=17.7506
Prob. random Z <obs. Z: p= 1.0000




Annexe 9 : Résultats de la valeur de K calculer par STRUCTURE

K

W ~N OO ;M BE WwN

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

Reps
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20

Mean LnP(K)
-2303.230000
-2176.830000
-2062.335000
-1954.700000
-1888.745000
-1812.580000
-1741.825000
-1681.485000
-1703.865000
-1727.770000
-1670.405000
-1681.315000
-1770.795000
-1734.610000
-1672.505000
-1783.595000
-1693.535000
-1709.005000
-1745.735000

Stdev LnP(K)
20.728803
22033828
45525889
29.720045
64 272229
54.070145
35.120632
37.046291
139.960856
172.277100
169.452115
133.740441
308.431158
315.006326
178.803381
339.322755
134.622866
162.089149
161.974066

Ln'(K)
126.400000
114.495000
107.635000

65.955000
76.165000
70.755000
60.340000
-22.380000
-23.905000
57.365000
-10.910000
-89.480000
36.185000
62.105000
-111.090000
90.060000
-15.470000
-36.730000

ILn™(K)|
11.905000
6.860000
41.680000
10.210000
5410000
10.415000
82.720000
1.5625000
81.270000
68.275000
78.570000
125.665000
25.920000
173.195000
201.150000
105.530000
21.260000

Delta K
0.540306
0.150683
1.402421
0.158856
0.100055
0.296549
2.232882
0.010896
0.471740
0.402916
0.587481
0.407433
0.082284
0.968634
0.592798
0.783894
0.131162
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Résumé

L’utilisation de la biodiversité dans le cadre de I’amélioration végétale présuppose une analyse des génotypes
existants localement et adaptés a des environnements particuliers. Dans le cadre de ’amélioration de la culture
de D’olivier « Olea europaea.L » nous avons réalisé une prospection et une collecte de cultivars provenant de
différentes régions en Algérie (Collection et verger), ensuite déterminer des descripteurs phénotypiques, des
marqueurs biochimiques et moléculaires capable d’identifier les cultivars ayant des traits intéressants pour une
meilleure gestion et exploitation de ces ressources génétiques d’olivier en Algérie. Au total Vingt-trois
descripteurs (quantitatifs et qualitatifs) morphologiques du COl, 11 paires d’amorces microsatellite polymorphes
présélectionnées disponibles dans la littérature et treize parametres analysés pour les huiles monovariétales ont
été utilisés pour détecter la variabilité inter et intra-cultivars et identifié les paramétres les plus discriminatifs
pour distinguer entre les cultivars d'oliviers locaux.

Neuf descripteurs quantitatifs relatif a 1’endocarpe, le fruit, la feuille et sept descripteurs qualitatifs relatifs a
I’endocarpe se sont avérés les plus discriminants car ils contribuent le plus dans la variabilité. Pour les caractéres
biochimiques de I’huile seul trois paramétres, le taux en acide oléique, le taux en acide gras insaturée et la teneur
en polyphénol totaux sont discriminants et permettent la visualisation de trois groupes distincts de
cultivars. Enfin grace a ces 11 marqueurs microsatellites, nous avons pu mettre en évidence la diversité au sein
de nos 26 cultivars ainsi que le rapprochement entre les neuf pools génétiques obtenus. L’utilisation des
techniques moléculaires comme les microsatellites s’avére importante car elle est complémentaire a celle des
descripteurs morphologiques et biochimique de I’huile.

Mots clés : olivier, diversité génétique, amorces microsatellite, descripteurs COIl, huile monovariétale.

Abstract

The use of biodiversity in the context of plant breeding presupposes an analysis of existing genotypes locally
adapted to particular environments. As part of improving the cultivation of the olive "Olea europaea.L" we
conducted a survey and a collection of cultivars from different regions in Algeria (Collection and orchard), then
determine phenotypic descriptors, biochemical and molecular markers able to identify cultivars with interesting
features for better management and exploitation of genetic resources in Algeria. Altogether twenty-three
morphological descriptors (quantitative and qualitative) of COI, 11 polymorphic microsatellite primers
available in literature and thirteen parameters analyzed for monovarietal oils were used to detect the variability
between and within cultivars and identified the most discriminative parameters to distinguish between local olive
cultivars.

Nine quantitative descriptors on the endocarp, fruit, leaf, and seven qualitative descriptors related to the
endocarp have proven to be the most discriminating because they contribute most to the variability. For the
biochemical characteristics of the oil only three parameters, the rate of oleic acid, the rate in unsaturated fatty
acid and total polyphenol content are discriminating and allow the visualization of three distinct groups of
cultivars. Finally thell microsatellite markers were able to highlight the diversity within our 26 cultivars and the
rapprochement between the nine gene pools obtained. The use of molecular techniques such as microsatellites
proves important because it is complementary to the morphological and biochemical descriptors of oil.
Keywords: olive, genetic diversity, microsatellite primers, COI descriptors, monovarietal oil.
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