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Résumé

Le présent travail est une contribution a la caractérisation morphologique, chimio-
taxonomique et moléculaire des feuilles de 15individus appartenant a deux variétés de
Figuier du Hoggar Ficus salicifoliaVahl.: La variété Teloukat et la variété
Eucalyotoides, dans le but de déterminer la diversité génétique de cette espece.

L’¢étude morphologique basée sur 1’analyse biométrique des feuilles (longueur et
largeur des feuilles et le rapport longueur / largeur des feuilles) duFicus salicifoliaa
permis de révéler la diversité entre lesdeux variétés Teloukat et Eucalyptoides,

L’¢étude chimio-taxonomique basée sur I’extraction des flavones-flavonols, acides
phénolset anthocyanes nous a permis de quantifier par spéctrophotométrie UV-visible
les teneurs absolues de chaque composé chez les individus des deux variétés.

Les coefficients de variabilitédes flavones-flavonolset des acides phénolsest de
26,85% pour lesdeux wvariétés Teloukat et Eucalyptoides.Lecoefficient de
variabilitédes anthocyanes est de 22,36% .Ces deux coefficients ont montré la
présence d’une variabilité intra-variétale traduite par une distribution inégale de ces
composés au sein des individus de chaque variété.

L’analyse par chromatographie liquide a haute performance (H.P.L.C.) nous a permis
d’identifier chez les deux variétés les polyphénols constituant leur carte phénolique
qui révele la présence des composés communs.

L’étude moléculaire par les marqueurs microsatellites (SSR) représentés par
I’analysefactorielle de correspondance (AFC) et le dendrogramme a confirmé une
diversité intra-variétale, d’autre part, ces marqueurs microsatellites ont montré une
diversité génétique plus élevée que les marqueurs morphologiques et biochimiques.

Mots clés :Ficus salicifoliaVahl., Teloukat, Eucalyptoides, Analyse biométrique,
Chimiotaxonomie, Polyphénol, Microsatellites.



Abstract

This work is a contribution to the morphological, chemotaxonimic and molecular
characterization of the leaves of 15 individuals that belong to two varieties of Hoggar fig tree
FicussalicifoliaVahl : The variety Teloukat and the variety Eucalyotoides, in order to

determine the genetic diversity of this species.

The morphological study based on the biometric analysis of leaves (leaf length and width and
the length / leaf width ratio) of Ficussalici folia has revealed the diversity between the two

varieties Teloukat and Eucalyptoides,

The chemo-taxonomic study based on the extraction of flavones, flavonols, anthocyanins and
phenols acids allowed us to quantify by UV-visible spectrophotometry the absolute

concentrations of each compound in individuals of both varieties.

Coefficients of variability of flavones- flavonols and lkdnal of phenolic acids is 26.85% for
both varieties Teloukat and Eucalyptoides. The anthocyanin variability coefficient is 22,36% .
These two factors showed the presence of an intra-varietal variability resulted in an unequal

distribution of these compounds in individuals of each variety.

The analysis by high performance liquid chromatography (HPLC) allowed us to identify in
both varieties polyphenols constituting their phenolic map that reveals the presence of
common compounds.

The molecular study by microsatellite markers (SSR) represented by the factorial analysis of
correspondence (AFC) and the dendrogram confirmed intra-varietal diversity, on the other
hand, microsatellites markers showed a higher genetic diversity than morphological and

biochemical markers.

Keywords:Ficus salicifoliaVahl, Teloukat, Eucalyptoides, biometricanalysis,
Chemotaxonomy, Polyphenol, Microsattelites.
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Abréviation

ACP :Analyse des Composantes Principale.
AFC : Analyse factorielle de correspondance.

AFLP :Amplified Fragment-Length Polymorphism

AICl; :Chlorured’aluminium.

CH;CN :acétonitril.
CH;3;COOH :acide acétique.

CH;O0H : méthanol.

CV : Coefficient de variation

D.O : Densité optique.

H.P.L.C : Chromatographie Liquide a Haute Performance.
HCI : acide chlorhydrique.

RAPD :RandomAmplifiedPolymorphic DNA
SSR«Simple SequenceRepeats» : séquences répétées en tandem.

T :teneur.

UPGMA :Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean

UV : Ultra-violet.

Vahl :Martin Vahl
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Introduction

A travers les ages, ’'Homme a pu compter sur les plantes tant pour subvenir a ses
besoins de base : alimentation (blé, mais, pomme de terre), les soins de santé (digitale, pavot,
pervenche), les vétements (coton, chanvre), la construction (bambou, hévéa), que pour la
purification de l'air et de I'eau (SCHIPPMANN et al., 2006). Ces plantes représentent un
réservoir immense de composés potentiels attribués aux différents parametres  qui ont

I’avantage d’étre d’une grande diversité.

Cependant 1’évaluation de ces paramétres demeure une tache trés intéressante qui peut faire

I’objet de nombreuses études(GILLES, 1976 ; ISERIN, 2001).

Dans les régions arides, plus spécialement le Sahara central, La flore est restée jusqu'en 1928
seulement connue par des récoltes d'explorateurs, de militaires et des Touaregs
(CHENOUNE, 2005).Elle est le résultat de nombreux changements climatiques survenus a
I'ére quaternaire (SAHKI et SAHKI, 2004), par conséquent, les espéces constituant la floredu
Hoggar sont de diverses origines biogéographiques.Hormisles espéces propres au Sahara,
nous retrouvons ¢également des éléments méditerranéens (olivier, lavande, myrte...) et
tropicaux dont le figuier du Hoggar(Ficus salicifoliaVahl.) qui est une espece tropicale de la
famille des moracées, arbre endémique de 1'Ahaggar, il est retrouvé a I'état de pied isolé
(CHENOUNE, 2005) dont le tronc émerge entre les roches bordant les oueds et autres points

d'eau de la région.

La description morphologique des feuilles etl’analyse des composés potentiels attribués aux
métabolites secondaires de grande diversit¢é de structure chimique ainsi que 1’étude
moléculaire a 1’aide des marqueursmicrosatellites(SSR) ont permis de cerner la grande
diversité génétique, ces derniers possédent un trés large éventail d’activités biologiques.
Cependant 1’évaluation de ces activités demeure une tache trés intéressante qui peut faire
I’intérét de nombreuses études. Les inventaires axés sur cette végétation (MAIRE,
1961 ;QUEZEL, 1963 ; OZENDA, 1977) ont laissés place, sans disparaitre pour autant, aux

¢tudes morphologiques, biochimiques, et génétiques.

C’est pourquoi nous nous sommes intéressés a I’étude dedeux variétés de figuier Ficus

salicifolia Vahl:Eucalyptoides etTeloukatde la famille des Moracées.




Le recours aux paramétres morphométriquesen tant que marqueurs morphologiques et aux
composés phénoliques comme marqueurs chimiotaxonomiques etles microsatellites(SSR)
commemarqueurs moléculaires ont souvent été utilisés pour affiner la diversité entre les
variétés intra spécifiquesdes especes et la détermination de leurs relations phylogénétiques

(MACHEIX et al., 2005).

L’objectif de notre travail contribue a la caractérisation morphologique, chimiotaxonomique
et moléculaire des feuilles du figuier du Hoggar (ficus salicifolia). Pour cela notre étude

englobe trois aspects :

» Le premier est d’ordre morphologiquebasé sur des parametresmorphométriques des
feuilles.

» Le second est d’ordre phytochimique basé principalement sur [’extraction des
composés phénoliques ainsi que leur dosage par 1’utilisation des différentes techniques
chromatographiques et spectrales.

» Le troisieme aspect consiste a traiter les résultats de 1’étude moléculaire réalisée au
niveau de I’INRA de Montpelier et de les comparer avec les résultats obtenus des deux

¢tudes précédentes, afin de confirmer cette diversité génétique du figuier.




Partie bibliographique L Généralités sur le figuier du Hoggar : Ficus salicifolia

I.1.Historique

Le figuier appartient a la famille botanique des Moracées, il était connu dés la plus
haute antiquité et cela fut démontré, d’une part, grace aux résultats de nombreuses études
paléontologiques, ou sa présence a été signalé dans les sédiments fossiles de 1’oligoceéne qui
date de plus de 35 millions d’années avant J.C. (SOLEMAN, 1978 ; CARAGLIO, 2005),
d’autre part, il était étroitement associ€¢ aux anciennes sociétés par sa trés large et ancienne
diffusion via la culture pour son fruit ; son nom a ét¢ mentionné dans le moyen orient par les
Sumériens dés le III° millénaire (2900 ans avant J.C.), les Assyriens vers ’an 2000 avant
J.C.et par les Egyptiens il y a plus de 5000 ans, au temps des Ramses et des Pharaons, en
témoigne, une peinture égyptienne représentant la cueillette des figues vieille de 4500 ans.
Dans la mythologie Grecque, le figuier était un don de la déesse des moissons et de la terre.
Les grecs s’en servaient comme source d’énergie aux athletes (SOLEMAN, 1978 ; EL

BOUZIDI, 2002 ; CARAGLIO, 2005).

Le figuier fait partie des arbres cités dans le coran dans la “sourate ettine™: “Par le figuier et

["olivier (CHENOUNE, 2005).

Certaines espéces de Ficus se trouvent au Sahara, il s’agit d’espéces tropicales (Ficus
salicifolia) ayant colonisé cet endroit il y a deux mille cinq cent ans. Cela s’est produit quand
la mousson tropicale est remontée vers le nord réchauffant ainsi le Sahara qui, jadis, était de

climat froid (QUEZEL et SANTA, 1963).

I.2.Classification botanique
La classification adoptée est basée sur le systtme APGIII (Groupe Phylogénique des

Angiospermes établie en 2009 (CHASE et REVEAL, 2009)

¢ Régne :Plantae
Embranchement : Spermaphytes
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Magnoliopsida (Dicotylédones)
Ordre :Urticales
Famille : Moracées

Genre : Ficus L.

® & & o o oo o

Espéce : Ficus salicifoliaVahl.
¢ Nom vernaculaire : - Figuier du Sahara, Figuier du Hoggar (en Francais)(GEHU, 2000).
- Teloukat (en Tamahaq) (SAHKI et SAHKI, 2004).
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La famille des Moracées est une

importante famille qui compte environ 1500
especes classées en 52 genres(CARAGLIO,
2005), poussant essentiellement dans les zones
tropicales, mais certaines vivent dans les régions
tempérées (PROFFIT et al., 2009), les especes
lui appartenant sont caractérisées par la présence

de latex blanc ou incolore (écoulement de lait au

niveau de la moindre blessure provoquée sur toute

partie de la plante) (CARAGLIO, 2005) et par

Figure 01: Aspect générale de Ficus
salicifoliaVahl. (ORIGINALE).

leurs fruits en syncarpe (fruit compos¢ formé
d’akenes regroupés et fixés sur la paroi interne d’un réceptacle charnu) (SPICHIGER et al.,

2004).

Le genre Ficusdécrit par Linné comporte en lui seul environ un millier d’especes (RAMADE,
2008) ; le mot “Ficus ~est un qualificatif désignant une verrue en référence au lait du figuier,
le latex, qui guérit lesverrues(OUKABLI, 2003).Ce genre n’est représenté au sahara que par
quelques especes ; entre autre le figuier dusahara, Ficus salicifoliaVahl. qui est représenté par
deux variétés, la variétéTeloukatBatt. etTrab. et la variété EucalyptoidesMaire (GEHU,
2000). Ainsi que Ficus ingensMiq. (GAST, 2000).

I.3.Description botanique

1.3.1.Le tronc

Ficus salicifoliaVahl.1970, est un arbre de taille moyenne de 6 a 12 meétres de
hauteur (SAHKI et SAHKI, 2004). Cependant BERG et WIEBES (1992) rapportent qu’il
peut atteindre 15métres de hauteur(Figure 01). Le tronc n’est jamais tres large (guere plus de
10 cm de diametre)(GAST, 2000),ayant une écorce grise claire a fond verdatre, elle est

écailleuse chez les sujets agés (SAHKI et SAHKI, 2004).
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1.3.2.Les feuilles

Les feuilles de Ficus salicifoliaVahl., dont le contour est
entier ont un limbe lisse, de couleur vertfoncé sur la face
supérieure, plus claire surla face inférieure, tantot
oblongue-lancéolé(3-12 x 1-5 cm), un peu cordé a la base
avecune seule nervure principale, sans nervure au
bord(variété¢ Teloukat) ; tantdt étroitement lancéolé(5-8 x
1-2 cm), non cordé et arrondie & la base, bordé d’une
nervure  marginale, (variét¢Eucalyptoides)(MAIRE,
1961 ; OZENDA, 1977).

Selon BERG et WIEBES (1992), la taille du pétiole
variede 0.5 a 4 cm de long(Figure 02)etles feuilles sont

pérennes.

Figure 02 : Feuille de Ficus
salicifoliaVahl. (ORIGINALE).

1.3.3. Les inflorescences et le fruit

Quelque soit I’espece, un figuier se reconnait aisément par sa figue qui est d’abord une
inflorescence puis devient un fruit (CARAGLIO, 2005).
L’inflorescence est un réceptacle charnu en forme d’urne « sycone » dont I'intérieur est
tapissé¢ d’un alignement de fleurs unisexuées males et femelles (Figure 03),possédant un seul
ovule(JOUSSELIN et al., 2001a). Elle peut contenir les deux types de fleurs pour les especes
monoiques, comme elle peut ne contenir qu’un seul type,male ou femelle pour les especes
dioiques. Au sommet du sycone un orifice appelé « ostiole » est obstrué¢ par des bractées

jusqu’a maturité physiologique (KJELLEBERG, 2008).

Les espéces appartenant au genre Ficus ont une pollinisation entomogame(RAMADE,
2008).En effet, le processus se réalise suite a une interaction entre Ficus (Moracées) et un
insecte pollinisateur spécifique a chaque espece de Ficus et qui appartient a la famille des

Agaonides(JOUSSELIN et al., 2003).
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SelonCARAGLIO (2005), la figue n’est pas
un vrai fruit mais un réceptacle charnu qui
abrite un grand nombre de petites graines

« AKkénes » qui forment le fruit.

Les figues de Ficus salicifoliaVahl. ont la
dimension d’un pois (environ Icm de
diametre), rouges et sucrées a maturité,
légeérement velues et aplaties sur leurs parties
supérieures (SAHKI et SAHKI, 2004). Ce
sont des fruits assez fades qui sont séchées et
préparées pour obtenir une boisson colorée et

rafraichissante (Figure 03).

Figure 03 : Fruits mature de Ficus
salicifoliaVahl. (ORIGINALE).

I.4.Distribution et écologie deFicus salicifoliaVahl.

SelonKJELLBERG (2008), les Figuiers se trouvent dans toutes les régions tropicales

et s’adaptent a des habitats étonnement variés. En effet, Ce sont des arbres trés rustiques

pouvant s’acclimater a des conditions édapho-climatiques assez difficiles (DURY, 1992) :

* Le figuier est naturellement peu exigeant et s’accommode a tout type de sol; il se

développera tout de méme mieux dans des milieux sablonneux et fertiles avec une

préférence pour les sols calcaires, de plus c’est une espece adaptée a la sécheresse

(CARAGLIO, 2005).

* Le climat du Hoggar, de type « tropical peu méditerranéen » et désertique, plus par la

faiblesse des précipitations que par leur rareté, les précipitations annuelles s’étalent sur

la période estivale du mois de Mai au mois de Septembre suite a la remontée du front

intertropical (CHENOUNE, 2005).
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Ficus salicifoliaVahl. est,selon SAHKI et SAHKI (2004) e¢t CHENOUNE (2005), une
espece endémique du Sahara central ou elle est fréquemment rencontrée. Dans le Hoggar,
I’espéce se retrouve sur les failles rocheuses, les ravins humides et a proximité des
oueds(Figure 04 et 05) plus exactement au niveau des stations In zbib, Tit, In Houter, IH
Aghi et Tadanine, elle est également rencontrée en Arabie Saoudite et en Afrique tropicale

(OZENDA, 1977 ; SAHKI et SAHKI, 2004).

Figure 04 : Tronc du figuier incrusté Figure 05 : Figuier sur failles
dans la roche(ORIGINALE). rocheuses(ORIGINALE).
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I1. 1. La diversité génétique

La diversité génétique est la variation qui existe au niveau des génes. C’est la variation
de la quantité d’informations génétiques des individus, des populations, des especes, et des
communautés. Elle est définie par le niveau de similarité ou de différence et représente le
fondement de la biodiversit¢ (BUDAKet al., 2003). C’est la diversité¢ intra-spécifique
(polymorphisme génétique) qui représente le potentiel et la capacité a répondre aux
changements environnementaux, a la fois sur le cours terme (faculté¢ d’adaptation) et sur le

long terme (potentiel d’évolution)(GIANCOLAet al, 2006).
I1.2. Les marqueurs biologiques

La diversité génétique est le résultat de plusieurs phénomenes dont la sélection, les
mutations, la migration et la dérive génétique. Ces forces évolutives ont toutes des effets sur
I'importance et 1'organisation de la variabilit¢ génétique. Les effets de ces forces portent sur
l'ampleur et l'organisation du polymorphisme : la mutation et la migration augmentent la
diversité alors que la sélection et la dérive génétique la diminuent(SAMOUELIAN et al.,
2009). L'utilisation de la diversité génétique dans un programme de sélection passe
inévitablement par son estimation et par le choix du type de marqueur susceptible de la
traduire le plus fidélement possible (RAVELet al., 2004). Trois types de marqueurs sont
largement utilisés pour 1'évaluation de la variabilité génétique, a savoir les marqueurs
morphologiques, les marqueurs biochimiques et les marqueurs moléculaires(CUI et al.,

2001).
I1.2.1.Les marqueurs morphologiques

Dans les programmes de sélection des plantes, les caractéres morphologiques sont les
premiers a €tre observés. Ces caractéres intéressent diverses parties de la plante :la longueur
des tiges, les surfaces foliaires, I’initiation de la floraison et le fruit(GOMEZ et al., 2004).
Les marqueurs morphologiques ont été retenus dans un premier temps parce qu'ils
présentaient l'avantage d'étre immédiatement disponibles et nécessitent seulement un
équipement simple. IlIs représentent des variations de type qualitatif (couleur..),
morphologique (forme), des résistances a des maladies ou des ravageurs (SAMOUELIAN et
al., 2009).

L’¢tude des différents caractéresquantitatifs se rapporte aux parties
morphométriques : longueur et largeur des feuilles, longueur des pétioles, longueur des

stipules et le fruit (CRONK, 2010).
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Ces criteres sont utilisés pour décrire et identifier les lignées et les variétés chez les végétaux.
Cependant, ces marqueurs sont peu polymorphes et en général dominants, ils ont
fréquemment une base génétique complexe, ils sont limités en nombre et leur expression est

souvent fortement influencée par l'environnement(ANDERSSON et al., 2006).

I1.2.2. Les marqueurs biochimiques

Les marqueurs biochimiques ont ét€¢ mis en ceuvre pour étudier la variabilité génétique

(HARRY, 2001).1ls se caractérisentpar un pouvoir de discrimination plus élevé que les
marqueurs morphologiques(BANK et al., 2001).
Les composés phénoliques forment un groupe de composés phytochimiques le plus important
des plantes (BETA et al., 2005), comme c’est le cas pour la plupart des substances naturelles
qualifiées de métabolites secondaires, leur répartition qualitative et quantitative est inégale
selon les especes, les organes, les tissus et les stades physiologiques (SARNI-MACHADO et
CHEYNIER, 2006), d’ou leur utilisation en tant que marqueurs biochimiques en
chimiotaxonomie pour caractériser les cultivars ou les variétés de différentes especes (VAN
SUMERE et al., 1993).

La diversité génétique des especes a été ¢tudi¢e a 1’aide des marqueurs enzymatiques
tels que les alloenzymes qui sont des formes moléculaires distinctes d’une enzyme chez un
méme organisme et ayant la méme activité catalytique. Ces marqueurs ont été également
utilisésen combinaison avec des marqueurs morphologiques pour comparer la structuration de
la diversité génétique.

Vu le faible niveau de polymorphisme révélé par les marqueurs biochimiques et sa variabilité
en fonction des conditions environnementales, il est souvent nécessaire d’utiliser les

marqueurs moléculaires pour compléter 1’évaluation et I’étiquetage des ressources génétiques.

I1.2.2.1. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des produits du métabolisme
secondaire des plantes (BAHORUN, 1997), ils constituent un ensemble de molécules trés
largement répandues dans le régne végétal (MAROUF, 2000), avec plus de 8000 structures
(LEGER et AMIOT, 2000 ; LUGASI et al., 2003), allant de molécules phénoliques simples
de bas poids moléculaire tels que les acides phénoliques, a des composés hautement

polymérisés comme les tannins (MARTIN et ANDRIANTSITOHAINA, 2002).
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A. Les principales structures chimiques

Les formes phénoliques les plus simples présentent des structures chimiques allant du

simple phénol en C¢ aux flavonoidesen C;s. Ces molécules sont présentées sous forme soluble

dans la vacuole (MACHEIX et al., 2005).

D’aprés SARNI- MANCHADO et CHEYNIER (2006).les composés phénoliques peuvent

étre regroupés en de nombreuses classes(Tableau I) :

Tableau I : Principales classes de composés phénoliques.

Classe Groupe Structure chimique Exemples
Ac. p — hydroxybenzoiques
R1=H,R2=H,R3=0H,R4=H,R5=H
Ce-Cy Ac.protocatéchique
Rl=H,R2=0H,R3=0H,R4=H,R5=H
Acides N
L. i
hydroxy- R Ac.Gallique
benzoiques " R1=H, R2 = OH, R3 = OH, R4 = OH, R5 = H
s e
CocE Ac. Syringique
R1=H, R2 =0OCHj;, R3 =0H, R4 =0CH;, R5=H
Ac.Gentisique
Phénols
simples R1=0OH,R2=H,R3=H,R4=0H,R5=H
Ac. p-Coumarique
RI=H,R2=H,R3=0OH,R4=H,R5=H
Ce-Cs Ac. Caféique
Acides R1=H,R2=0H,R3=0H,R4=H,R5=H
hydroxy- Boow
cinnamiques R Ac. Férrulique
B e

R1=H, R2 = OCH;, R3 = OH, R4 = H, RS = H

Ac. Sinapique

R1=H, R2 =0CH;, R3 =0H, R4=0CH;,R5=H
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Tangéretine

Ce-C3-Cs R1=R2 =R3 = R4 = R6 = OCH;; R5 = R7

Sinensertine

Flavones . ; R1=R2=R3=R4=R6=0CH;; R5=R7
Apigénine

RI1=H;R2=O0H

Lutéoline

R1 =R2=0H

C6-C3-Cs

Kaempférol

Flavonoides Flavonols B RI=R3=H;R2=0H

0]

Quercétine

RI=R2=0H;R3=H

Cyanidine

RI=OH;R2=H

Anthocyanes
Pétunidine

i

R1=OCH;; R2 = OH

Pélargonidine

R1=R2=H

*Ac : acideSARNI- MANCHADO et CHEYNIER (2006).* p : para

I1.2.3. Marqueurs moléculaires

Un marqueur génétique est un marqueur moléculaire qui permet de révéler un
polymorphisme(SERRE, 2006).
D’apresALONSO-BLANCO et al.,(2005), un bon marqueur doit étre :

v Polymorphe (la matiére premiére du généticien est la variabilité)

v co-dominant (I’hétérozygote présente simultanément les caractéres des deux parents

homozygotes)
v multialléliques,
v non épistatique (son génotype peut étre lu a partir de son phénotype quelque soit le

génotype des autres locus)
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v neutre (les substitutions alléliques au locus marqueur n’ont pas d’autres effets
phénotypiques)
v' insensible au milieu (le génotype peut étre inféré a partir du phénotype quelque soit le

milieu)

Les marqueurs moléculaires répondent bien a ces critéres et, contrairement aux marqueurs
associés a des caractéristiques morphologiques ou biochimiques, ils révélent directement les
modifications du patrimoine génétique, c'est-a-dire de I'ADN, qu'elles se traduisent ou non par
une modification phénotypique. Ce polymorphisme de I'ADN résulte de mutations, produisant
soit des substitutions nucléotidiques, soit des insertions ou des délétions d'une ou plusieurs
bases. L'analyse par ces marqueurs peut étre réalisée tout au long du développement de la
plante. Ces marqueurs ont le potentiel d'exister en nombre illimité, couvrant le génome entier,

et ils ne sont pas influencés par l'environnement (DE MORAES et al., 2007).

De nombreux marqueurs moléculaires ont ét¢é mis a la disposition des chercheurs, et de
nouveaux sont régulierement décrits et mis en évidence selon I’ordre chronologique : RFLP
«Restriction Fragment LengthPolymorphism», RAPD «RandomAmplifiedPolymorphic
DNA»), AFLP «Amplified Fragment LengthPolymorphism» et les microsatellites ou SSR
«Simple SequenceRepeats» (RUSSELL et al., 2004).

11.2.3.1. Les Microsatellites ou SSR«Simple SequenceRepeats»

Les microsatellites sont constitués de répétitions en tandem de motifs mono-, di-, tri-,
ou tétra-nucléotidiques sur une longueur inférieure a 100 paires de bases,de tels motifs sont
trés nombreux dans le génome des organismes eucaryotes. Les SSR présentent un taux de
polymorphisme extrémement élevé qui repose sur la variation du nombre d'unités de

répétition (n) constituant le microsatellite(SOLEIMANI et al., 2007).

Les microsatellites sont des marqueurs codominants, extrémement polymorphes, faciles a
manipuler et permettant le multiplexage. Ils requi¢rent trés peu d'ADN (quelques
nanogrammes) et sont bien répartis dans le génome. Ces marqueurs sont trés reproductibles et

moins lourds d'utilisation que les RFLP ou AFLP avec une bonne résolution analytique.

Ces marqueurs ont été tres utiles pour des études de diversité génétique, phylogénétique, ainsi
que pour I'évaluation des ressources génétiques et la construction de cartes génétiques.

(MATUS et HAYES, 2002).
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Ce travail a été réalisé durant la période s’étalant du mois de février au mois de mai
2015, le travail ainsi réalisé comprend trois volets :

Une étude morphologique basée sur 1’analyse biométrique des feuilles, réalisée au
niveau du laboratoire de projet de fin d’étude (PFE) université Blida 1.

Une ¢étude chimio taxonomique a ¢été réalisée au niveau du laboratoire de physico-
chimie au niveau de la filiale biotic du groupe SAIDAL a EL Harrach ALGER ,son objectif
consistait a réaliser des extractions des métabolites secondaires a partir des poudres végétales
des feuilles du figuier du Hoggar, ainsi que leur dosage par une spectrophotométrie et une
Chromatographie Liquide a Haute performance (HPLC).

Une étude moléculaire basée sur les microsatellites SSR, obtenue en collaboration
avec I’Institut National de la Recherche Agronomique (INRA), et le Centre International de la

Recherche Agronomique pour le Développement (CIRAD) Montpellier, France.

I.1.Matériel

I.1.1 Matériel biologique

Notre ¢tude a été réalisée sur des feuilles de 15 individus de Ficus salicifoliaVahl., dont 12
appartenant a la variété Teloukatet 3 appartenant a la variété Eucalyptoides, récoltées en
décembre 2014, dans les stations Tit, In zbib, In Houter et ThAghi,située dans la wilaya de

Tamanrasset (Figure 06).
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Carte de situation de |la zone d'étude

Figure 06:Situation de la zone d’étude (originale).
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I.1.2. Matériel non biologique

Le matériel utilisé en laboratoire (I’appareillage, la verrerie et les réactifs) est énuméré

en ANNEXE 1.

1.2. Méthodes

Pour chaque site étudié, les feuilles ont été prélevées au hasard sur 15 arbres, afin de réaliser

I’étude morphométrique et I’étude chimio-taxonomique.

1.2.1. L’étude morphométrique

L’étude des différents caractéres se rapportant aux parties morphométriques permettra
de décrire la plante et de comparer les différentes parties du figuier selon la grille de

description utilisée, qui s’appuie sur le descripteur du figuier (IPGRI, 2003).

Les différents paramétres étudiés a savoir : la longueur des feuilles (LF), la largeur des
feuilles (If), La longueur des pétioles (LP) et La longueur des stipules (LS) ont été mesurés a
I’aide d’une regle graduée sur des lots de 20 feuilles du Ficus salicifoliarécoltées au niveau

des différents points de ’arbre.

1.2.1.1. Analyse statistique

A la fin de cette étude, une analyse statistique a ’aide d’un logiciel S.A.S (StatisticsAnalysis
System. 10) sur ’ensemble des parametres étudiés, permettra d’en choisir les plus intéressants

pour une étude discriminante des individus étudiés.
A.Analyse univariable
v' Test ANOVA

L'objectif d'une analyse de variance (ANOVA) vise a tester les différences significatives

entre les moyennes(DAGNELIE, 2006).
v Test de Newman et Keuls

Le test de Newman-Keuls est basé sur la statistique des étendues, il est utilisé pour
déterminer les différences significatives entre les moyennes des groupes dans une analyse

de variance(DAGNELIE, 2006).
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B. Analyse multivariable
v" Matrice de corrélation

Une matrice de corrélation est utilisée pour évaluer la dépendance entre plusieurs
variables en méme temps. Le résultat est une table contenant les coefficients de

corrélation entre chaque variable et les autres(DAGNELIE, 2006).
v Analyse des Composantes Principales (ACP)

L’analyse des composantes principales est une méthode statistique essentiellement
descriptive, son objectif est de présenter sous une forme graphique le maximum de
I’information contenue dans un tableau de données. Ce tableau doit étre constitué en ligne
des individus sur lesquels sont mesurées des variables quantitatives ou pouvant é&tre

disposées en colonnes(BRETON et al., 2006)
1.2.2. L’étude chimio-taxonomique

Le matériel végétal (les feuilles) récolté a été séché a I’air libre, dans un endroit sec pour
¢viter le développement des moisissures et a 1’abri de la lumiere afin de garder I’aspect
biochimique des molécules.

Les feuilles récoltées de chaque individu ont été broyées, a 1’aide d’'un moulin a café, en

poudre verdatre que nous avons conservé dans des piluliers sombres dans un endroit sec.

1.2.2.1.Etude phytochimique (extraction des polyphénols)

Cette extraction est réalisée dans le but d’obtenir : des flavones-flavonols, acides

phénols, anthocyanes et C-glycosides.

Nous avons utilis¢ la méthode mise au point par LEBRETON et al. en 1967 a partir d’un
schéma initial de BATE SMITH et al. en 1954.

Dans un bécher, une hydrolyse acide est réalisée a partir de4dg de poudre végétale, auquel est
ajouté 320 ml d’acide chlorhydrique HCI & 2N (ANNEXE I), le mélange est porté au bain
marie a 40°C pendant 40 mn avec insufflation d’air toutes les 10 mn a 1’aide d’une pipette.
Apres refroidissement, le décocté est transféré dans une ampoule a décanter et soumis a 3
bains d’éther diéthylique successifs de 50 ml chacun, pendant 30 mn, il s’agit de I’extraction a

I’éther.
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A chaque décantation, deux phases se distinguent, I’'une supérieure dite €piphase et 1’autre

inférieur dite hypophase :

L’épiphase éthérée : de couleur vert-jaunatre contient les flavones-flavonols et les acides
phénols, elle est récupérée apres chaque bain, et mise a évaporation sous hotte ventilée, dans
de grandes boites de pétries en verre, le résidu sec est récupéré avec 5Sml de méthanol
(CH3;0H).

L’hypophase acide: de couleur brune rougeatre renferme les C-glycosides et les
anthocyanes, a la derni¢re décantation est ajouté¢ 50 ml de n-butanol, la décantation dure 30

mn. Il s’agit de I’extraction n-butanolique.

Le n-butanol forme une épiphase rougeatre qui est sé€chée sous hotte ventilée, le résidu sec est

récupéré avec 5 ml de méthanol.

Ces 2extraits secs issus de 1’épiphase éthérée et de I’épiphasebutanolique de I’extraction des
feuilles de Ficus salicifoliasont conservés dans des tubes a essai au frais a 4°C pour une
analyse quantitative par spectrophotométriec UV-visible, une analyse qualitative

parchromatographie liquide a haute performance (H.P.L.C) (Figure 07).
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Hydrolyse acide4g de poudre

végétale + 320 ml d’HCl a 2N

au bain- Marie a 40°C pendant
40 mn

!

Extraction éthérée
Hydrolysat + 50 ml d’éther dans
ampoule a décanter pendant 30
mn (3 fois).

v v

Hypophase acide : Epiphaseéthérée:Fl
Anthocyanes et C- avones-flavonols et
glycosides acides phénols
Extraction n-butanolique : e Evaporation a sec sous hotte
Hypophase acide + 50 ml de ventilce.
e Récupération du résidu avec
n-butanol

5 ml de méthanol (CH ;OH).

l l Analyses quantitatives et
Hypophase : Epiphasebutanolique : qualitatives :
—
. Anthocyanes et C- Soectrophotomet
5 °
Eliminée glycosides pectrophotometre.
e HPL.C

Figure 07: Protocole expérimental d’extraction, de dosage et d’identification des
flavones-flavonols, des acides phénols, des anthocyanes et des C-glycosides des feuilles
de Ficus salicifoliaVahl.(LEBRETON et al., 1967).
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1.2.2.2. Analyse quantitative des polyphénols par spectrophotométrie

La spectrophotométrie est une technique analytique qui consiste a mesurer
I’absorbance ou la densité optique d’une substance chimique donnée en solution
préalablement étalonnée sur la longueur d’onde de I’espece chimique a étudier (HARBORNE

et al., 2009).

L’identification structurale des composés phénoliques utilise trés fréquemment leur spectre
d’absorption (résultant de la présence combinée du cycle(s) benzénique(s), des fonctions
hydroxyles portées par ce(s) cycle(s) et des différentes doubles liaisons présentes dans la

molécule), soit dans le visible pour les anthocyanes, soit dans I’'UV pour les autres composés.

Le spectrophotométre utilisé¢ dans notre cas est le spectrophotométre UV- visible, ce dernier
comprend deux sources S; (lampe deutérium) et S, lampe tungsténehalogéne) et deux cuves

Vi (cuve témoin) et V; (cuve essai).

Les lectures sont faites par rapport a un témoin ne contenant que le méthanol pur. Le
protocole que nous avons suivi pour la mesure des densités optiques (DO) est décrit par

(JURD et GEISSMAN, 1956), repris par (MABRY et al., 1970).

a) Formation des complexes avec le chlorure d’aluminium

La formation par chélation de complexe entre les composés phénoliques et les métaux est

largement utilisée, pour la réalisation des spectres d’absorption.

Le chlorure d’aluminium(AICl;) fait intervenir les propriétés chélatantes des ions
d’aluminium (AI’") a 1’égard des flavonoides(LAURANSON, 1989). Il forme un complexe
avecun hydroxyle en position 5 et/ou en 3 (MABRY et al.,1970), donc il est nécessaire de

préparer pour chaque extrait a analyser deux solutions.(Tableau III)

*  Une solution de référence (témoin) et une solution test (essai) (ANNEXE I)
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Tableau II : Préparation des solutions témoin et essai pour le dosage des extrais par

spectrophotométrie.

Cuvel Cuve 2

4 ml de chlorure d’aluminium a 1% dans le
Témoin 4 ml de méthanol
méthanol

Eesal 4 ml de chlorure d’aluminium a 1% | 0.1 ml de solution a doser + 3.9 ml de chlorure
ssai
dans le méthanol d’aluminium a 1% dans le méthanol

b) Dosage des extraits

> Dosage des flavones-flavonols

Les deux séries de solution (témoin, essai) sont passées dans le spectrophotometre pour
lecture a 430nm, la teneur absolue en flavones-flavonolsest exprimée en mg/g et elle est

calculée comme pour la Quercétine par la formule suivante (LAURANSON, 1989) :

T (mg/g de matiere végétale séchée) = A DO/E.M.V. d/p

A DO : densité optique du pic différentiel.

V : volume de solution méthanolique (ml).

d : facteur de dilution.

M : masse moléculaire (M =302 g/mole).

P : poids sec du matériel végétal hydrolysé en gramme.

E : coefficient d’absorption molaire de la quercétine dans le chlorure d’aluminium (= 23000).

» Dosage des C-glycosides

La lecture des extraits s’établit également par spectrophotométre UV-visible a 340nm, la
teneur des C-glycosides est exprimée en Orientine et elle est calculée par la formule suivante

(LAURANSON, 1989) :

T (mg/g de matiére végétale séchée) = DO/E.M.V.
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DO : densité optique.

p : poids sec du matériel végétal hydrolysé en gramme.

E : coefficient d’absorption molaire (=18850).

M : masse molaire (= 448 g/mole).

V : volume de la phase méthanolique contenant les C-glycosides (ml).

d : facteur de dilution.

> Dosage des anthocyanes

La lecture des extraits s’établit également par spectrophotometre UV-visible a 520 nm, la
teneur des anthocyanes (T) est exprimée et elle est calculée par la formule suivante

(LAURANSON, 1989) :

T (mg/g de matiére végétale séchée) =5.2. 102 DO.V. d/p

5.2. 10 : masse molaire / coefficient d’absorption molaire de la procyanidine
DO : densité optique.

P : poids sec du matériel végétal hydrolysé en gramme.
V : volume de la phase méthanolique contenant les C-glycosides (ml).

d : facteur de dilution.

¢) Analyse statistique

Nous avons utilisé les lois ci-dessous pour ’analyse de la variance.

Calcul de la moyenne :

_ n
X = 1/nz X; servation.

1
rvées.
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Calcul de la variance :

$2 = 1/71—127.1(9@—?)2

Calcul de I’écart type :

S
n
- l1 /n_1T (v. — ¥\2

Calcul de coefficient de variabilité :

écart type (S
- ype (5)

— 100
moyenne(X)

I1.2.2.3. Analyse qualitative par chromatographie liquide a haute performance (HPLC)

L’analyse qualitative a pour but de déterminer la composition des différentes fractions

analysées : flavones-flavonols, acides phénolset anthocyanes.

Dans notre travail nous avons utilisé¢ la technique de chromatographie liquide a haute

performance HPLC qui est a la base du dosage des différents composés phénoliques.
v Principe

La chromatographie liquide a haute performance (HPLC), est la technique la plus
performante et la plus utilisée pour la séparation et 1’identification de produits non volatiles et
thermodégradables, tels que les composés phénoliques. Elle ne demande qu’une faible
quantit¢ d’échantillon végétal et permet de combiner en une seule opération rapide
reproductible les analyses qualitatives d’un extrait phénolique complexe, ce qui permet
I’étude du matériel végétales tres variés (SALGAROLOQO, 2003 ; PIETTA et al., 2003).

La séparation des composés dépend de leurs affinités pour deux phases non miscibles, une

phase stationnaire et une phase mobile de polarité différente. (MACHEIX et al., 2005).

L’échantillon a analyser est injecté au sommet de la colonne, la phase mobile va le faire
migrer suivant. La phase mobile étant alors de composition constante. (LAURANSON,

1989).
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v' Appareillage de HPLC

L’appareillage de HPLC est représenté schématiquement sur la Figure 08; il comprend

essentiellement :

e Un ou plusieurs réservoirs de la phase mobile.
e Un systéme de pompe.

e Un systéme d’introduction d’échantillon.

e Une colonne.

e Un systeme de détection et d’enregistrement.

| Pompe | Colonne | | Deétectenr |
= O E—t

. Filtre Vers

A

Figure 08 : Schéma représentatif du principe de fonctionnement d’H.P.L.C.

(HOSTETTMAN et MARSTON, 2005)
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v Condition expérimentale de ’'HPLC

Tableau III:Les conditions de HPLC

Matériel Types de caractéristiques
Colonne C18
Diametre 4.6 mm
Longueur 25 cm
Température 25°C
Longueur d’onde (260
/365/
370/
520) nm
Pompe : Débit 1 ml/mn
Détecteur UV-VISIBLE
Solvant H20/CH3COOH/CH3CN
Eau/ ac.acétique/ acétonitril
(200 :20:20) ml

A. Analyse statistique
a)Analyse univariable
b)Analyse multivariable

v Matrice de corrélation
v Analyse des Composantes Principales (ACP)

v" Dendrogramme
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1.3. L’étude moléculaire
1.3.1. Le marquage moléculaire
Le marquage moléculaire a été réalisé a I’aide des microsatellites (SSR), selon la méthode

décrite par ACHTAK et al (2010).

v' Mode opératoire
Le marquage moléculaire consiste en I’amplification par PCR de fragments de I’ADN
génomique en utilisant des amorces SSR(Simple SequenceRepeats),les produits
d’amplification sont séparés par ¢électrophorése sur gel de polyacrylamide 6% et le

génotypage microsatellite a été réalis¢ sur s€équenceur automatique (ABI prism 3130 XL).

Six marqueurs microsatellitesutilisés(Tableau V)ont été sélectionnés en fonction de leur

polymorphisme et la facilité de leur marquage.

Les données SSR ont été marquées comme plusieurs alleles par des locus distingués par leur
taille. Sur la base de I’identification génotype, nous avons calculé les parametres de la

diversité génétique

1.3.2. Analyse de la structure génétique des individus

1.3.2.1.Analyses multivariables

La diversité génétique au sein des individus du figuier Ficus salicifoliaa été analysée a

deux niveaux :

La variabilité inter et intra-variétale. Le but de cet approche été de caractériser a I’aide d’un
ensemble de paramétre, la variabilité des individus du Ficussalicifolia et leurs proximité
génétique. Dans ce travail, on a utilisé la loi de Hardy-Weinberg pour étudier la diversité des

individus du Ficus salicifolia.

La phylogénie (dendrogramme) a été€ reconstruite I’approche NeighbourJoining (N-J) a I’aide
du logiciel Darwin version 5.0 (PERRIER et al., 2006)

» Les parameétres de la diversité génétique :
La diversité génétique a été révélé par les parametres suivant,calculé a 1’aide du logiciel

Genetix 3.0 (BELKHIR et al. 2004).
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- N : nombre d'alleles (tous les alleles détectés dans I'échantillon) par locus. Ce

parametre traduit la richesse en all¢les d’une population.

- F: fréquence allélique. C’est la richesse allélique d’une population, définie

comme le nombre d’alléle présent a un locus donné.

- He : hétérozygotie attendue, il est calculé sous I'hypothése d'équilibre de Hardy-

Weinberga partir des fréquences alléliques déterminé pour chaque locus.

- Ho : hétérozygotie observée. C’est la proportion d’individus hétérozygote au locus

K comme dans la formule :
Ho = %Z;c=1 H ok avec : Hy= Zﬁjzlp (i#))

P : I’estimation de la fréquence du génotype (ij) au locus K
a :le nombre d’all¢le au locus K

Fjs:indice de fixation. Ce parametre mesure 1’écart entre la population d’individus

trouvés a I’écart hétérozygotie observée Ho et le taux d’hétérozygotie attendue He
F=1-Ho/He

Les relations génétiques entre les individus desvariétés du figuier ont été étudices sur la
base des données SSR nucléaires et 1’analyse factorielle de correspondance (AFC) a 1’aide du

logiciel Darwin version 5.0.

v’ Principe de PAFC

L’analyse factorielle des correspondances (AFC), est un typed’analyse canonique qui vise
a rassembler en un nombre réduit de dimensions de la plus grande partie de I’information
initiale en ne s’attachant pas aux valeurs absolues mais aux correspondances entre les
variables (valeurs relatives). Elle est particulierement bien adaptée pour décrire les

associations entre deux variables qualitatives (ESCOFIER et PAGES, 1990).
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I1.1. Résultats de I’étude morphologique

I1.1.1. Analyse uni variable

I1.1.1.1. La longueur des feuilles (LF)

Les résultats de 1’analyse de 1’é¢tude de la longueur des feuilles (LF) sont
représentés dans le Tableau IV.
Tableau IV : Résultats des analyses morphométriques de la longueur des feuilles

(LF) de 15 individus du Ficus salicifolia : variétésTeloukat et Eucalyptoides.

indivi Moyenne + Ecart type indivi Moyenne + Ecart type
T1 9,49 £2,67 T9 12,53 + 2,69
T2 9,74 + 2,66 T10 11,95+ 2,35
T3 9,81 +2,54 T11 12,06 + 2,45
T4 10,18 £2,52 T12 11,66 + 2,31
TS5 9,94 £2.74 E13 842+ 2,12
T6 10,04 +£2,62 T14 11,98+ 2,28
E7 8,02 +2,08
T8 12,56+ 2,75 E15 8,97+ 195
Cv 24,02 %

F calculé 7,54> 1,73

*CV : coefficient de variation
*F : constante de fisher

La moyenne dela longueur des feuilles varie entre 9,49mm et 12,56mm pour la
variété Teloukat et elle est de 8,15mm pour la variété Eucalyptoides.Le coefficient de
variation (CV) de I’ensemble des individus est de 24,02%, il est supérieur a
20%doncnous marquons unehétérogénéité entre les individus, ce qui explique une

variation intra-variétés.

L’analyse de la variance significative par le test ANOVA nous confirme
I’hétérogénéité de la longueur des feuilles des 15 individus du Ficus salicifolia. La
variable F de Fisher calculée est de 7,54,elle est nettement supérieure au F critique qui

est de 1,73 (table de distribution F a o =0,05)(Tableau V, Annexe II).

L’analyse de la longueur des feuilles des 15 individus du Ficus salicifolia
parle test Newman et keuls, a révélé que la variété Eucalyptoides est représentée par
les individus E7, E13et E15 qui sont rassemblés en un seul groupe avec une variation

hautement significative.
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Les individus de la wvariét¢é Teloukat présentent aussi une variation

hautementsignificative et ils sont représentés par quatre groupes:

Le premier groupe représenté par T2, T3, T4, TS et T6.
Le deuxiéme groupe représenté par T10, T11, T12 et T14.
Le troisieme groupe représenté par T9 et T8.

Le quatrieme groupe représenté par 1’individu T12.

AN N NN

Le cinquieéme groupe intermédiaire représenté par T1 présente des caracteres

morphométriques plus proches que la variété Eucalyptoides.

I1.1.1.2. La largeur des feuilles (If)

Les résultats de 1’analyse de I’é¢tude de la largeur des feuilles (If) sont représentés dans
le Tableau VI.
Tableau VI : Résultats des analyses morphométriques de la largeur des feuilles

(If) de 15 individus du Ficus salicifolia variété Teloukat et Eucalyptoides.

indivi Moyenne + Ecart type indivi Moyenne + Ecart type
T1 3,04+ 1,06 T9 3,87+ 1,02
T2 3,05+ 0,99 T10 3,55+ 1,00
T3 2,92+ 1,01 T11 3,64+ 1,14
T4 2,79 =+ 1,05 T12 3,41+ 0,91
TS5 2,80+0,92 E13 1,60+ 0,34
T6 2,83+0,94 T14 3,60+ 0,89
E7 1,74 + 0,25
TS 397+ 0.79 E15 1,57+ 0,34
Cv 33,89 %

F calculé 15,66> 1,73

*CV : coefficient de variation
*F : constante de fisher

La moyenne de la largeur des feuilles varie entre 2,35 mm et 3,97 mm pour la
variété Teloukat et elle est de 1,63 mm pour la variété Eucalyptoides. Le coefficient
de variation (CV) de I’ensemble des individus est de 33,89%, il est supérieur a 20%,
donc nous avons constaté unehétérogénéité entre les individus, ce qui explique une
variation intra-variétés.

L’analyse de la variance significative par le test ANOVA nous confirme

I’hétérogénéité de la largeur des feuilles des 15 individus du Ficus salicifolia. La
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variable F de Fisher calculée est de 15,66¢lle est nettement supérieure au F critique

qui est de 1,73 (table de distribution F a a =0,05)(Tableau VII, Annexe II).

L’analyse de la largeur des feuilles des 15 individus duFicussalicifoliaVal.parle test
Newman et keuls a révélé que lesindividus E7, El3et ElSreprésentantsla variété
Eucalyptoides forment un seul groupe avec une variation hautement significative.
Les individus de la variété Teloukatprésentent aussi une variation hautement
significative et ils sont représentés par trois groupes:

v' Le premier groupe représenté par T1, T2,T3,T4, T5 et T6.

v" Le deuxiéme groupe représenté par T8et T9.

v’ Le troisiéme groupe représenté par T10, T11,T12 etT14.

I1.1.1.3. Le rapport longueur sur largeur des feuilles (LF/If)
Les résultats de 1’analyse de I’étude de la longueur sur la largeur des feuilles (LF/If)
sont représentés dans le Tableau VIII.

Tableau VIII : Résultats des analyses morphométriques de la longueur sur la

largeur des feuilles (LF/If) de 15 individus du Ficus salicifolia variété Teloukat et

Eucalyptoides.
indivi Moyenne + Ecart type indivi Moyenne + Ecart type
T1 324 + 048 T9 3,31+ 0,36
T2 3,26+ 0,29 T10 3,47+ 0,49
T3 3,48+ 0,51 T11 3,49+ 0,65
T4 3,86+ 0,69 T12 3,48+ 0,35
T5 3,63 0,42 E13 5,23+ 0,52
T6 3,64+ 0,33 T14 3,40+ 0,45
E7 4,57 £ 0,73
TS 3.16- 0.15 E15 5,73+ 0,55
F calculé 49,24> 1,73

*F : constante de fisher

La moyenne du rapport longueur sur largeur des feuilles de la variété Teloukat
est de 3,5 cela signifie que la longueur est trois fois plus grande que la largeur donc
les feuilles ont une forme allongée et rétrécie tandis que pour les individus de la
variété Eucalyptoidesceux-ci présentent un rapport de 5,17 ce qui révele que la
longueur de la feuille est cinq fois plus grande que la largeur donc les feuilles de cette

variété présentent une forme plus ou moins arrondie.

L’analyse de la variance significative par le test ANOVA nous confirme




II.Résultats et discussion

I’hétérogénéité de la longueur sur la largeur des feuilles des 15 individus du Ficus
salicifolia. La variable F de Fisher calculée est de 49,24¢lle est nettement supérieure
au F critique qui est de 1,73 (table de distribution F a a =0,05)(Tableau IX, Annexe
1I).

L’analyse du rapport longueur sur largeurdes feuilles des 15 individus du Ficus
salicifolia par le test Newman et keuls a révélé queles individus E7, E13et E15 de la
variété Eucalyptoidesforment un seul groupe avec une variation hautement

significative.

Les individus de la variété Teloukatprésentent aussi une variation hautement

significative et ils sont représentés par trois groupes:

v" Le premier groupe représenté parT1, T2,T8etT9.
v Le deuxiéme groupe représenté par I’individu T4.

v’ Le troisiéme groupe représenté par T3, T5, T6, T10, T11, T12 et T14.

I1.1.1.4. La longueur des pétioles (LP)

Les résultats de 1’analyse de I’étude de la longueur des pétioles (LP) sont représentés
dans le Tableau X.
Tableau X : Résultats des analyses morphométriques de la longueur des pétioles

(LP) de 15 individus du Ficus salicifolia variété Teloukat et Eucalyptoides.

indivi Moyenne + Ecart type indivi Moyenne + Ecart type
T1 1,92 £ 0,76 T9 3,55+ 0,73
T2 2,02+ 0,84 T10 3,23+ 0,93
T3 1,82+ 045 T11 3,23+ 0,86
T4 1,77+ 0,58 T12 2,88+ 1,07
T5 1,64+ 0,53 E13 1,73+ 0,34
T6 1,98+ 045 T14 2,15+ 0,51
E7 1,92 £ 0,38
T8 348+ 0,94 E15 L6+ 0,39
Cv 27,89 %

F calculé 21,21> 1,73

*CV : coefficient de variation
*F : constante de fisher

La moyenne de la longueur des pétioles varie entre 1,64 mm et 3,60 mm pour

la variété Teloukat et elle est de 1,80 mm pour la variété Eucalyptoides, ainsi que le
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coefficient de variation (CV) de I’ensemble des individus est de 27,89%, il est
supérieur a 20%, donc nous marquons unehétérogénéité entre les individus, ce qui

explique une variation intra-variétés.

L’analyse de la variance significative par le test ANOVA nous confirme
I’hétérogénéité de la longueur des pétioles des 15 individus du Ficus salicifolia. La
variable F de Fisher calculée est de 21,21elle est nettement supérieure au F critique

qui est de 1,73 (table de distribution F a a =0,05)(Tableau XI, Annexe II).

L’analyse de la longueur despétioles des 15 individus du Ficus salicifolia par le
test Newman et keuls a révélé le regroupement des individus basé sur une variation

hautement significative en quatre groupes :

Le premier groupe représenté par T5,E13, E15, T4, T3, E7, T1, T6,T2et T14.
Le deuxiéme groupe représenté par T9 et TS.

Le troisiéme groupe représenté par T12.

D N N NN

Le quatrieme groupe intermédiaire représenté par T10 et T11.et qui présente
des caractéres morphométriques plus proches que les individus du 2™

groupe (T9 etT8).

I1.1.1.5. La longueur des stipules (LS)

Les résultats de ’analyse de 1’¢tude de la longueur des stipules (LS) sont représentés

dans le Tableau XII.

Tableau XII : Résultats des analyses morphométriques de la longueur des
stipules (LS) de 15 individus du Ficus salicifolia variété Teloukat et

Eucalyptoides.
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indivi Moyenne = Ecart type indivi Moyenne + Ecart type
T1 0,64 = 0,39 T9 1,38+« 0,53
T2 0,67+ 0,40 T10 1,26+ 0,34
T3 0,73+ 0,45 T11 1,31+ 0,40
T4 0,80 + 0,46 T12 1,09+ 0,46
T5 0,92+ 0,33 E13 0,78+ 0,38
T6 0,66+ 0,30 T14 1,47+ 042
E7 0,83 £ 0,54
TS .16 043 E15 0,76+ 0,40
Ccv 43,73 %

F calculé 9,62> 1,73

*CV : coefficient de variation
*F : constante de fisher

La moyenne de la longueur des stiplues varie entre 1,16 mm et 3,23 mm pour
la variété Teloukat et elle est de 0,73 mm pour la variété Eucalyptoides, ainsi que le
coefficient de variation (CV) de I’ensemble des individus est de 43,73 % et qui est
supérieurs a 20%, donc nous avons marqué unehétérogénéité entre les individus, ce

qui explique une variation intra-variétés.

L’analyse de la variance par le test ANOVA nous confirme 1’hétérogénéité de
la longueur des stipules des 15 individus du Ficus salicifolia. La variable F de Fisher
calculée est de 9,62¢lle est nettement supérieure au F critique qui est de 1,73 (table de

distribution F a a =0,05)(Tableau XIII, Annexe II).

L’analyse de la longueur des stipules des 15 individus du Ficus salicifoliaparle

test Newman et keuls :

Le test de Newman et keuls a révélé le regroupement des individus basé sur une

variation hautement significative en six groupes:

Le premier groupe représenté par T1,T2 etT6.
Le deuiéme groupe représenté par T3, E13,E15.
Le deuxieme groupe intermédiaire représenté par T4, TSet E7.

Le troisieme groupe représenté par T12.

D N N N N

Le quatrieme groupe intermédiaire représenté par T8 et qui présente des

caractéres morphométriques plus proches que I’individu du 4™ groupe (T12)

v’ Le cinquiéme groupe intermédiaire représenté par T9, T10 et T11.
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v’ Le sixiéme groupe représenté par T14.

A partir de ces résultats, nous avons remarqué que la longueur des pétioles et des
stipules ne révelent pas une variation entre les deux variétés donc la variationréside au

sein des deux premiers parametres : la longueur et la largeur des feuilles.

Afin de confirmer la contribution de ces parameétres dans la variabilité entre les deux

variétés de 1’espece Ficus salicifolia, nous avons réalisé une analysemultivariable.

I1.1.2. Analyse multivariable
11.1.2.1.Matrice de corrélation

Les résultats de I’étude de la corrélation entre les différentes variables sont

représentés dans le Tableau XIV.

Tableau XIV:Matrice de corrélation de quelques variables (individus

confondus, N=15)

LF If LF/f LP LS
LF 1,00
Lf 0,91 %** 1,00
LF/If -0,42 -0,73%* 1,00
LP 0,83 %% 0,79%** -0,40 1,00
LS 0,78%** 0,70%** -0,31 0,70%* 1,00

**% : Corrélation hautement significative. P>0,5
** : Corrélation moyennement significative. P<0,01
P : coefficient de corrélation

Selon la matrice de corrélation nous avons obtenuun coefficient de corrélation
entre les deux variables longueur des feuilles (LF)et largeur des feuilles(1f) qui est de
0,91 et qui est supérieur auR critique= 0.51 (DDL=13, a= 0.05) selon la table de

corrélation, ce qui confirme que les deux variables sont fortement liées.
I1.1.2.2.Analyse des composantes principales

Le pourcentage de la variance totale expliqué par chaque axe est mentionné dans le

Tableau XV.




II.Résultats et discussion

Tableau XV: Lavariance totale expliquée par les axes de ’ACP (pourcentage

expliqué par les axes principaux). Valeurs propres

Val. propr | % Total variance | Cumul Val. Propr | Cumul%
Axel 0,896118 77,92237 3,896118 77,9224
Axe2 0,789672 15,79343 4,685790 93,7158
Axe3 0,237847 4,75693 4,923637 98,4727
Axed 0,073583 1,47167 4,997220 99,9444
Axe5 0,002780 0,05560 5,000000 100,0000

Nous constatons que le premier recele 77,92% de la variance totale, les suivants
décroissants réguliérement a partir de 15,79% (axe 2) et 4,68% (axe 3).D’apres ces
résultats on remarque que ces premiers axes représentent une bonne description de la
dispersion des individus puisqu’ils expliquent presque la majorité de la variation
totale ; donc il y a une séparation nette des premiers axes. Le cumulatteint jusqu'a
93,71% (axe 2), ce qui explique 'importance de la contribution de chaque variable

(longueur et largeur des feuilles).

Tableau XVI: Valeurs propres des variables sur les axes principaux

Axel Axe 2 Axe 3 Axe 4 Axe 5
LF 0,244485 | 0,011182 | 0,004651 | 0,500898 | 0,238784
Lf 0,237669 | 0,085643 | 0,001575 | 0,058344 | 0,616769
LF/Nf 0,148651 | 0,512198 | 0,009261 | 0,187126 | 0,142764
LP 0,196328 | 0,106358 | 0,607672 | 0,089144 | 0,000497
LS 0,172866 | 0,184619 | 0,376841 | 0,164489 | 0,001185
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Varl : longueur des feuilles (LF) ;Var2 : largeur des feuilles (If) ; Var3 : longueur sur largeur des
feuilles(LF/LF) ; Var4 : longueur des pétioles (LP) ; VarS5 : longueur des stipules (LS)

Figure 09 : Diagramme d'ordination des variables dérivées de ' ACP dans le plan
de projection des axes 1 et 2

L’¢tude de la contribution absolue (somme absolue de la contribution de chaque

variable) permet d’hiérarchiser les caractéres responsables de la formation de chaque

axe (Tableau XVI)et (Figure09).

v' Pour I’axe 1: Il est représenté par la longueur (LF) et la largeur (If) des
feuilles.

v Pour I’axe 2 : I est représenté par le rapport longueur sur largeur des feuilles
(LF/If).

Sur le plan de projection d’axes (1) et (2), la distribution des individus est plus claire.
L’ensemble d’individus E7, E13 et E15 situ¢ sur ’abscissepositive de 1’axe (1)
correspond aux individus avec une faible longueur et largeur de feuilles et un rapport
important.

Un deuxieme groupe représenté par les individus T8, T9, T10, T11, T12 et T14 et qui
est caractérisé¢ par une longueur et largeur importante et un faible rapport comparéau
groupe antérieur.

Un groupe intermédiaire formé par les individus T1, T2, T3, T4, TS5 et T6 présente les
valeurs des paramétres (LF) et (If) intermédiaires et un rapport intermédiaire par
rapport aux groupes 1 et 2.

Discussion

L’¢établissement du phénotype morphologique d’un végétal nécessite 1’action
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conjugu¢ du génotype (I’expression des genes propres a [’espéce) et de
I’environnement (I’influence des facteurs biotiques et abiotiques du milieu).

La variation morphologique des individus des figuiers a été estimée par analyse des
composantes principales des caracteres décrits ci-dessus et elle a montré93,71% de la
variation totale expliquéepar les deux premiers axes. Le nuage depoints ACP a
montré la divergence morphologique desindividus du Ficus, afin d'examiner la
structure de la variation morphologique et d’estimer la distance entre individus du

ficus.

A partir des résultats morphométriques obtenus, nous avons révélé une diversitéentre
les deux variétés (Teloukat et Eucalyptoides) qui réside au niveau de la longueur et la
largeur des feuilles avec un coeifficeint de contribution élevé et uneforte corrélation

qui est confirmé par I’analyse des composantes principales.

Les caracteres morphologiques utiliséssont des descripteurs de figuiers standards, et
peuvent étre utilisés pour identifier plusieurs variétés au sein de la méme espece du
figuier, car la plupart des caractéres phénotypiques sont liés  aux feuilles du figuier

(IPGRI et le CIHEAM, 2003).

Ce résultat est en accord avec CHATTI et al, (2007), qui ontanalysé
lesmémes parametres morphologiques et ont constaté une forte variation du figuier
communle Ficuscarica.L.en Tunisie.

Selon SADDOUD et al, (2011) I’analyse des paramétres morphométriques tel
que la longueur et la largeur des feuilles a révélé une diversité morphologique ¢€levée

ainsi que la présence de plusieurs variétés chez le Ficus carica.

Par ailleurs une étude de diversit¢ morphologique basée sur les parameétres
morphométriques a révéler la présence de plusieurs especes chez 1’olivier
(HAOUANE, 2012).

Selon KEBBOUR(2013), la diversit¢ entre les différentes espéces du
pistachier réside au niveau des paramétres morphométriques des feuilles (longueur et

largeur).

I1.2. Résultats de I’étude chimiotaxonomique.

I1.2.1. Résultats de ’analyse quantitative par spectrophotométrie UV-visible
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I1.2.1.1. Dosage des flavones-flavonols et des acides phénols

L’¢étude quantitative des aglycones extraits par hydrolyse acide de notre poudre
végétale, a été réalisée par dosage spéctrophotométrique différentiel, a la longueur
d’onde 430 nm. L’obtention d’un pic d’absorption de maximalcertifie la présence de
flavones-flavonols dans les feuilles des deux variétés de Ficus salicifoliaVahl. Ce
dosage nous a permis d’en calculer la teneur absolue (T) en mg/g de poudre végétale.

Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau XVII :

Tableau XVII :Teneur absolue en flavones-flavonols et en acide phénol des

feuilles de 15 individus deFicus salicifoliaVahl.VariétéTeloukaet Eucalyptoides.

Flavones, flavonols , acides phénols
teneur teneur
Individus absolueeqmg/g en Individus absolueeqmg/g en
quercétine quercétine
T1 1,26 T9 1,19
T2 1,23 T10 1,25
T3 1,3 T11 1,23
T4 1,15 T12 1,31
T5 1,29 E13 1,65
T6 1,27 T14 1,3
E7 1,68
. E15 1,69
T8 1,23 ’
Moyenne 1,33
Variance 0,03
Ecart type 0,35
Coefficient
26,85°
devariation(CV) 6.85%

eq : équivalent

Les teneurs absolues (T) en flavones-flavonols et acides phénols des 15
Individus obtenus a partir des feuilles de Ficus salicifoliaVahl.VariétéTeloukat et
Eucalyptoides varient de 1,19mg/g a 1,69mg/g avec une moyenne de 1,33mg/g et un
coefficient de variation de 26,85% nettement supérieur a 20%. La valeur de ce dernier
prouve la présence d’une nette hétérogénéité inter-individu, traduite par unécart type
de 0,35 ce qui explique une répartition inégale de ces composantsau sein des individus

de la méme espece.
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I1.2.1.2. Dosage des Anthocyanes

Le dosage spéctrophotométrique de I’extrait méthanolique récupéré a partir de
I’évaporation de la phase butanolique a été mesuré a la longueur d’onde 520 nm.
L’observation d’un pic d’absorption maximallors du balayage spectrophotometrique
nous a certifié¢ la présence d’ Anthocyanes dans les feuilles des deux variétés de Ficus
salicifoliaVahl. (Teloukat et Eucalyptoides).Les teneurs en anthocyanes en mg/g de

matiere végétale sont représentées dansle Tableau XVII.

Tableau XVIII: Teneur absolue en anthocyanes des feuilles de 15 individus

deFicus salicifoliaV ahl. variétéTeloukat et. Eucalyptoides.

Anthocyanes
teneur
Individus absolueeqmg/g Individus teneur absoluefe(.]mg/g
en procyanidine en procyanidine
T1 20,75 T9 20,93
T2 20,91 T10 20,85
T3 20,8 T11 20,89
T4 20,63 T12 21,14
TS 20,93 E13 26,04
T6 20,72 T14 21,09
E7 25,59
- E15 25,63

T8 21,01

Moyenne 21,52

Variance 2,85

Ecart type 4,81
Coefficient de variation 22,36%

eq : équivalent

Les teneurs absolues (T) en Anthocyanes varient de 21 ,0lmg/g a 26,04 mg/g,
avec une moyenne de 21,52mg/g présentent un coefficient de variation égale a
22,36% nettement supérieur a 20%. La valeur de ce dernierprouve la présence d’une
nette hétérogénéité inter-individu, traduite par un écart type de 4,48 ce qui explique

une répartition inégale de ces composants au sein des individus de la méme espece.

I1.2.1.3. Dosage des C-glycosides

Les teneurs absolues en C-glycosides en mg/g de poudre végétale des feuilles
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des deux variétés (Teloukat et Eucalyptoides) ont été obtenues grace a un dosage

spéctrophotométrique a une longueur d’ondes de 340 nm.

La présence d’un pic d’absorption maximal lors du balayage spéctrophoto-métrique
confirme la présence de ces composés flavoniques. Le Tableau (XIX),traduit les

résultats obtenus lors de cette analyse

Tableau XIX: Teneurs absolues en C-glycosides des feuilles de dix individus

deFicus salicifoliaVahl. VariétéTeloukatet Eucalyptoides.

C-Glycosides
. teneur . teneur
Individus | apsolueEqmg/g en Individus absolueEqmg/g en
orientine orientine
T1 3,62 T9 3,64
T2 3,54 T10 3,62
T3 3,59 T11 3.59
T4 3,6 T12 3,69
TS 3,59 E13 2,9
T6 3,62 T14 3,63
E7 2,84
’ E1l 3,66
T8 3,65 5 ’
Moyenne 3,51
Variance 0,06
Ecart type 0,87
Coefficient de variation 24,82%

Les teneurs absolues (T) en C- Glycosides des 15 individus obtenus a partir
des feuilles deFicus salicifoliaVahl. De la variété Teloukat etEucalyptoidesvarient de
2,84 mg/g a 3,66 mg/g. La moyenne obtenue est de 3,51 mg/g, dont le coefficient de
variation 24,82%, témoigne de la présence d’une nette variabilité inter-individus
traduite par un écart type de 0,87 ce qui explique une répartition inégale de ces

composés au sein des variétés de la méme espece.

I1.2.2. Résultats de ’analyse qualitative par HPLC
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11.2.2.1. Identification des flavones-flavonols

Le passage en HPLC des extraits de Ficus salicifoliaVahl. des deux variétés Teloukat
et Eucalyptoides, contenants les aglycones flavoniques aprés hydrolyse acide a une
longueur d’onde de 365 nm en modeisocratique a permis d’obtenir des profils

représentés par laFigurel0 (ANNEXE II) :

Les profils chromatographiques des deux variétés font apparaitre des pics qui
correspondent & des composés flavoniques dont 1’identification a été réalisée par

comparaison des temps de rétention obtenus avec ceux du standard.
Les caractéristiques des composés identifiés sont regroupées dans le Tableau XX.

Tableau XX : Caractéristiques chromatographiques de flavones-flavonols

détectés chez les deux variétés de Ficus salicifoliaVahl. (Teloukat et

Eucalyptoides)
Teneur (%)

mposés

Qu Lu My Tr Ch IR Ka Ru

Individu

T1 1.46 3.10 38.16 29.60 10.26 / 3.41 2.50
T2 1.23 3.25 38.59 30.17 10.02 / 3.69 241
T3 1.50 3.13 38.21 30.25 10.34 / 3.39 2.63
T4 1.43 3.11 38.42 30.11 10.24 / 3.35 2.59
TS 1.35 2.98 38.52 30.52 10.21 / 3.31 2.60
T6 1.29 3.20 37.12 29.86 9.77 / 3.71 2.42
E7 2.09 27.22 / / 26.89 5.86 6.38 3.10
T8 1.62 3.35 38.19 30.18 10.16 / 3.45 241
T9 1.65 3.29 38.22 30.23 10.11 / 3.39 2.39
T10 1.53 2.78 37.66 30.54 10.51 / 3.26 2.97
T11 1.49 2.89 37.87 39.37 10.46 / 3.21 2.60
T12 1.26 3.13 38.13 29.71 10.30 / 3.49 2.59
E13 2.21 28.09 / / 27.03 5.35 6.16 3.12
T14 1.42 3.25 38.43 30.05 9.81 / 3.70 2.16
E15 2.16 27.79 / / 26.63 5.71 5.98 3.16

La comparaison qualitative par HPLC des aglycones flavoniques identifi¢s
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dans les deux variétés de Ficus salicifoliaVahl. Révele que ces derniers ont des profils
différents.

Cette différence de composition en flavones et flavonols repose d’un coté sur les
teneurs relatives de ces composés au sein de chaque variété, comme le cas du
flavoneLutéoline et  flavonolChrysoeriolque  nous  observons a  [’état
majoritaire(27,7% ; 26,83%) dans les feuilles de la variété Eucalyptoides, alors qu’il
se trouve a des faibles teneurs (3,70% ; 10,18%) dans les feuilles de la
variétéTeloukat; et d’un autre coté sur la présence de composés caractéristiques a
chaque wvariété, comme le cas deflavoneTricineet deflavonolMyricétine qui
représentent les composés majoritaires (30,88 % ; 38,12%) des feuilles de la
variétéTeloukatalors qu’ils sont absents dans les feuilles de la variété
Eucalyptoides,de méme pour le flavonollsorhamnétineprésent en faible
quantité(5.64%), caractéristique aux feuilles de la variété Eucalyptoides.

Ainsi, nos résultats montrent que les flavonesLutéoline et Tricine et le
flavonolMyricétine peuvent é&tre utilisés comme marqueurs biochimiques de
classification, autrement appelés marqueurs chimiotaxonomiques, en complétant la

classification botanique classique.

11.2.2.2. Identification des acides phénols

Le changement de la longueur d’onde de 365 nm a 260 nm (longueur d’onde
caractéristique des acides phénols), nous a permis d’avoir des nouveaux profils
chromatographiques pour les mémes extraits représentés par la Figure 11(ANNEXE

).

Ces profils font apparaitre des pics qui correspondent a des acides phénols dont
quelques-uns n’ont pas pu étre identifiés. La comparaison des temps de rétention
obtenus avec les résultats du standard a conduit a I’identification de 8 acides phénols

dont les caractéristiques sont regroupées dans le Tableau XXI.




II.Résultats et discussion

Tableau XXI : Caractéristiques chromatographiques des acides phénols

détectés chez les deux variétés de Ficus salicifoliaVahl. (Teloukat et

Eucalyptoides)
Teneur (%)
Composés
AF | AC | AG AS AC1 AP AIG AV | AH AZC
Individus

T1 66.71 | 0.32 | 3.51 6.13 2.68 / / / 2.14 | 2.15
T2 63.34 | 0.31 | 3.37 6.56 | 2.38 / / / 221 | 211
T3 63.34 | 0.29 | 3.52 590 | 2.56 / / / 2.13 | 2.09
T4 65.12 | 0.32 | 3.45 6.51 2.53 / / / 230 | 2.11
T5 66.16 | 0.28 | 2.98 6.12 2.12 / / / 2.16 | 2.23
T6 61.78 | 0.31 | 3.13 5.53 2.25 / / / 2.23 | 2.10
E7 41.16 | 3.17 | 14.23 | 2.87 295 | 10.74 | 2.34 | 553 | 1.31 /
T8 67.20 | 0.25 | 3.11 5.89 2.08 / / / 245 | 2.23
T9 66.83 | 0.29 | 2.78 6.08 2.11 / / / 2.53 | 2.13
T10 66.42 | 0.32 | 3.35 6.42 2.53 / / / 231 | 2.31
Ti1 65.51 | 0.25 | 3.05 6.58 2.49 / / / 2.35 | 2.38
T12 61.23 | 0.30 | 3.52 6.46 | 2.13 / / / 2.06 | 2.08
E13 40.51 | 3.51 | 13.26 | 3.06 | 3.01 | 10.35| 2.13 | 5.13 | 1.42 /
Ti4 63.89 | 0.28 | 3.56 6.15 2.70 / / / 2.25 | 2.16
E15 40.78 | 3.23 | 13.78 | 3.12 3.12 | 11.02 | 2.81 | 492 | 1.38 /

La comparaison qualitative par HPLC des acides phénols contenus dans les
extraits éthérés de Ficus salicifoliaVahl. des deux variétés Teloukat et Eucalyptoides
révele que ces derniers ont des profils différents. L’interprétation de ces profils nous a
amené a I’identification de 10 acides phénols appartenant aux deux séries : la série
cinnamique représentée par les acides, syringique, caféique, p-coumarique, 1’acide
férulique etl’acide gesticiqueet la série benzoique représentée par les acides,
Protocatéchique, p- hydroxy-benzoique, gestisique, Acide cinapiqueet [’acide

vallinique.

Les différences de composition en acides phénols des feuillesdes deux variétés
Teloukat et Eucalyptoides reposent d’un coté sur la différence de teneurs deces
composés, comme le cas de 1’acide férulique appartenant a la série cinnamique, ou
nous 1’observons a 1’état majoritaire (64,79%) dans les feuilles de la variétéTeloukat
alors qu’il présente des teneurs inférieur (40,81%) dans les feuillesde la

variétéEucalyptoides et d’un autre coté surla présence de composés spécifiques pour
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chaque variété, comme le casde I’acidevallinique,l’acide protocatéchiqueetl’acide
gesticiqueappartenant a la série benzoique, qui représente le composé
majoritaire(10,70% ; 2,42% ; 5,19%) dela variétéEucalyptoides, alors qu’il est absent

dans les feuilles de la variété Teloukat.

11.2.2.3. Identification des anthocyanes

Le passage en H.P.L.C. en mode isocratique des extraits de Ficus salicifoliaVahl. des
deux variétés Teloukat et Eucalyptoides récupérés a partir de la phase butanolique
contenant les anthocyanes a la longueur d’onde de 520 nm, a permis d’obtenir les

profils représentés par la Figurel2 (ANNEXE II).

Les deuxprofils présententun pic majeur qui correspond au méme composé flavonique

dont I’identification a été faite aprés comparaison des temps de rétention obtenus avec

ceux du standard,les caractéristiques sont regroupées dans le Tableau XXII :
TableauXXII : Caractéristiques chromatographiques des anthocyanes

détectés chez les deux variétés de Ficus salicifoliaVahl. (Teloukat et

Eucalyptoides)
Composés Teneur (%)

Individus Cyl Cy2 Cy3 PL
T1 12.03 8.31 25.61 21.03
T2 11.60 7.41 25.04 21.21
T3 12.16 8.29 25.43 21.17
T4 12.07 8.45 25.51 21.51
T5 12.12 8.37 2543 21.13
T6 11.78 7.89 2491 22.03
E7 23.27 21.30 16.49 5.78
T8 12.23 7.67 24.51 22.20
T9 12.19 7.90 24.78 22.05
T10 12.54 8.33 25.07 21.89
T11 12.49 8.42 25.13 21.81
T12 12.07 8.51 25.63 21.41
E13 22.35 21.56 17.01 6.13
T14 12.13 8.31 25.16 21.30
E15 23.34 22.08 17.25 6.22

Le temps de rétention du standardcyanidinea permis d’identifier cet
anthocyane qui représente le composé majeur (cyanidine 3)dans nos extraits avec des
teneurs élevé (25,18%) dans les feuilles de lavariété Teloukat.

I1.2.3.Résultats de ’analyse statistique
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I1.2.3.1.Analyse multivariable
A. Analyse des composantes principales

Le pourcentage de la variance totale expliqué par chaque axe est mentionné dans le
Tableau XXIII.

Tableau XXIII: L’inertie totale expliquée par les axes de I’ACP (pourcentage

expliqué par les axes principaux) des valeurs propres.

0
Valeurs % Total Cumul Val. propr Cumul%
propres | variance
axel 21,060 95731 21,060 95.7313
axe2 0.376 1711 21437 97,4426
axe3 0.260 1,185 21,698 98,6286
Axe 4 0,200 0.911 21,898 99,5402

Nous avons constaté que le premier axe recele 95,73% de la variance totale, les
suivants décroissants régulicrement a partir de 1.71% (axe 2) et 1.18% (axe
3).D’apres ces résultats nous avons remarqué que le premier axe représente une bonne
description de la dispersion des individus puisqu’il explique la majorité de la variation

totale ; donc il y a une séparation nette entre les axes.

Tableau XXIV : Valeurs propres des variables sur les axes principaux.
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Acide phénols Axe 1 AXe2 | Elavonoides Axe 1 Axe 2
AF -0,988 -0,030 My -0,999 0,028
AC 0,997 -0,020 Tr -0,999 0,024
AG 0,999 0,007 Ch 0,999 -0,028
AS -0,985 0,062 IR 0,999 -0,029

AC1 0,807 0,585 Ka 0, 897 -0,018
AP 0,999 -0,026 Ru 0,893 -0,086
AG1 0,992 -0,015 Cyl 0,899 -0,026
AV 0,998 -0,035 Cy2 0,897 -0,005
AH 0,953 -0,071 Cy3 -0,897 0,072
AC2 0,996 0,022 PL -0,979 0,009
Qu 0,926 -0,060 Pu 0999 -0,030
ProjEction des wrisbles swr le pan Gotonel { 1x 2)
1.0
o “AC
L
0.5 - ety 1
; 0.0 | SIS S al m-a:_.:_—,:_-,:—_ﬂ_
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-5 1
=3 I.:| -
-1.0 0.5 0.0 0.5 1.0
Fact. 1 : 85,73%

Figure 13 :Diagramme d'ordination des variables dérivées de ' ACP dans le plan

de projection de I’axe 1

L’¢tude de la contribution absolue (somme absolue de la contribution de

chaque variable) permet d’hiérarchiser les caractéres responsables de laformation de

I’axe (1) et (2) (tableau XXIV) et (Figure 13).

v' axe 1 : 1l est représenté par le groupe de variables : AG, AP, My, Tr,

Ch,
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IRet Ru
v axe 2 : Il est représenté par :AC1

Sur le plan de projection d’axe (1), la distribution des individus est plus claire.

v" L’ensemble d’individus E7, E13 et E15 situés sur I’abscisse positive de
I’axe (1) correspond aux individus avec valeurs ¢élevées de AC, AG, AP,
AGl1, AV, Qu, Pu, Ch, IR, Ka, Ru, Cyl et Cy2 et de faibles valeurs de AF,
AS, AC1, AH, AC2, My, Tr, Cy3 et PL.

v" Et un deuxiéme groupe situé sur 1’abscisse négative représenté par les
individus T1, T2, T3, T4, TS, T6, T8, T9, T10, T11, T12et T14 et qui est
caractérisé, contrairement au premier groupe, par des valeurs élevées de
AF, AS, AC1, AH, AC2, My, Tr, Cy3 et PL et de valeurs faibles AG, AP,
AGI1, AV, Qu, Pu, Ch, IR, Ka, Ru, Cyl et Cy2.

Sur le plan de projection d’axe 2 des ordonnées, nous avons obtenudeux groupes
d’individus.
v Le premier groupe correspond aux individus E7, E13, E15, T1, T14,
T10, T11, T2 et T3 avec une valeur d’AC1 ¢élevée
v" Contrairement au deuxiéme groupe représenté par les individus T6,

T12, TS5, T8 et T9 qui ont une valeur de AC1 faible.

Discussion

Les résultats de 1’é¢tude chimio taxonomique par [’analyse des composants
phénoliques a révélé une grande diversité entre les individus des deux variétés du

Ficus Salicifolia.

Selon GAO(2000).Les marqueurs biochimiques ont un pouvoir de discrimination plus
¢levé que les marqueurs morphologiques, ils sont utilisés comme marqueurs pour les
genes qui les codent, et ils sont neutres et peuvent étre révélés dans plusieurs organes

a différents stades de développement.

Une ¢étude qui a pour objectif d’évaluer la variabilit¢ chimio taxonomiquedes

populations sauvages d’haricots de Lima a été réalis¢ a 1’aide des marqueurs
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biochimiques (composants phénoliques)(FORD et al., 2002).

Les travaux deOUAFI (2007), ont réveélé une diversitéchimio taxonomiqueintra-
population chez le palmier dattier en utilisant les composants phénoliques comme

marqueursbiochimiques.

11.3. Résultat de I’étude moléculaire

I1.3.1. Diversité génétique
Cette ¢tude montre une diversité génétique importante attestée par le niveau
d’hétérozygotie moyen (He = 0.71) et par le fait que la majorité des génotypes sont

distincts par le nombre d’alléles qui varie de 11 a 15

L'analyse des 15 individus du figuier a 1’aide des six locusSSR a révélé deux
génotypes différents. Le nombre d'all¢les varie de 11 a 15 alleles par locus avec une
moyenne de 13,5 all¢les. Le plus grand nombre d'alleles (15 alleles) a été¢ détecté au
niveau du locus FCYCOI1 30 et MFCS, alors que le plus petit nombre (11 all¢les) a
¢été obtenu pour le locus 30. La fréquence allélique varie de 0,13 au locus LMFC 30 a
0,18 au locus FSYCO1 et MFC8. L'hétérozygotie attendue (He) varie de 0,53 au
niveau du locus MFC12 a 0,80 au niveau du locusFSYCO1. L'hétérozygotie observée
(Ho) varie entre 0,26 au locus MFC8 a 1,80 au locus MFC12, MFC2 et LMFC26
avec une moyenne de 0,54. Pour les deux locus MFC3 et LMFCI19, les valeurs Fis
¢taient négatives et elles varient entre (-0,12) pour le locus MFC1 et (-0,86) pour le

locus MFC12.

I1.3.2. Structure génétique du figuier
I1.3.2.1. Analyse multivariable
A. Analyse factorielle de correspondance (AFC)

Les relations génétiques entre les individus du Ficus salicifolia ont été
¢tudiées sur la base des données SSR nucléaires et 1’analyse factorielle de
correspondance (AFC) a I’aide du logiciel Genetix 3.0 (BELKHIR et al., 2004) .Les
résultats de I’analyse factorielle de correspondance (AFC) réalisée pour les 15

individus a I’aide des six profils SSR identifiés est décrite par la projection de la
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variabilité sur les deux premiers axes .Dans cette analyse, nous avons étudié la

proximité génétique entre les 15 individus du figuier.

Sur le plan de projection des axes, la distribution des individus entrois groupes, est

claire.

Nous avons obtenues deux groupes d’individus situésnégativementpar rapport a 1’axe
des abscisses et positivement par rapport a ’axe des ordonnées .Le premier
représenté par E7, E13 et E15 correspond a la variét¢ Eucalyptoideset sont
génétiquement liés et un autre groupe intermédiaire, représenté par les individus
Ti4,T1o,T11 ,T9 et Tg génétiquement liés, correspond a la variété Telouket et sont

génétiquement plus proches des individus de la variétéEucalyptoides .

un troisiéme groupe situ¢ positivement par rapport a 1’axe des abscisses et
négativement par rapport a I’axe des ordonnées représenté par les individus T1, T2,
T3, T4 ,TS5, T6 et T12 représentant la variétéTelouket et il sont génétiquement liés

entre eux.

Discussion

Dans cette étude, des approches moléculaires (SSR) ont été utilisées pour évaluer la

diversité génétique au sein d’une espece de figuier.

Diverses ¢tudes conduites a travers le monde ont montré le grand polymorphisme de
ces marqueurs (MIGNOUNA et al., 2003) .En effet, les marqueurs microsatellites
utilisés se sont tous révélés polymorphiques produisant au total 81 alleles ce qui a
permis demontrer une différenciation génétique élevée chez le Ficus salicifolia,
Ce fait est conforme aux travaux de KHADARI et al., (2008) qui ont montré une

diversité¢ génétique ¢levéepar les marqueurs microsatellites chez le Ficus Carica.

Les résultats de cette étude montre également la présence des individus correspondant
a deux variétés avec vraisemblablement des variations génétiques. Ces variations ont
pu conduire a une certaine diversification génotypique et phénotypique suggérant la

présence de deux variétés au sein de cette espece Ficus salisifolia.
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En 2009, Achtak, avait réalisé l'identification moléculaire des lindividus de figuiers

Marocainsutilisant les mémes marqueurs microsatellites (CABRITA et al., 2011).

Aussi, I’étude dela diversité génétique par les marqueurs microsatellites a permis de
révéler que les individus du Ficus Carica. L introduits en Tunisie sont  tres
diversifiés, et regroupés en plusieurs variétés différentes avec des structures

génétiques spécifiques pour chacune d’entre elles (SADDOUD,2011).

Les travaux deHAOUANE, (2012) ont montré une diversité¢ génétique importante sur

la base des marqueurs microsatellites (SSR), chez I’olivier (Oleaeuropaeal..)

Par ailleurs,les observations antérieures (ADOUKONOU-SAGBADJA et al., 2014)
sur d’igname (Dioscoreaalatal )introduites au Bénin, confirme I’importance de ces
marqueurs SSR dans I’évaluation de la diversité génétique de cette espéce

Les marqueursmicrosatellites sont maintenant trés utilisés pour la caractérisation
moléculaire des arbres fruitiers :le raisin (Vitisvinifera)(TESSIER et al., 1999)], la
péche (Prunus persica L) (SOSINSKI et al., 2000), 1’abricot Prunus armeniaca
L)Y(HORMAZA, 2002), le ~cacao (ZHANG et al., 2006) et
l'olive(Oleaeuropaeal..)(CHARAFI et al., 2008).

Une étude comparative des marqueurs microsatellitesSSR, et d’autres marqueurs
(RAPD, AFLP) pour la caractérisation de la diversité chez le figuier a montré que les
marqueurs SSR sont plus informatifs que les autres marqueurs et ils sont plus
reproductibles(KHADARI et al., 2003). Ces ¢tudes ont confirmé l'efficacité des
marqueurs SSR pour l'identification des variétés au sein des especes de figuier. Ils ont
¢té largement utilisés pour les études de la diversité génétique du figuier(GIRALDO

etal., 2008;KHADARI et al., 2008; SADDOUD et al., 2007).




Conclusion

L’étude que nous avons entreprisea porté sur 1’aspect morphologique, biochimique
et moléculaire de deux variétés: la variété Teloukat et la variété Eucalyptoides

duFicus salicifoliavahl.

» Sur le plan morphologique
Une mesure des parametres morphométriques :la longueur des feuilles (LF), la largeur
des feuilles (If), la longueur des pétioles (LP) et la longueur des stipules (LS)a été
réalisée afin d’étudier la diversité entre les deux variétés et a révélé le classement des

individus en 3 groupes :

» 1% groupe : comprend les individus T1, T2, T3, T4, T5 et T6.
= 2™ oroupe : les individus E7, E13 et E15.
= 3% oroupe : les individus T8, T9, T10, T11, T12 et T14.

» Sur le plan biochimique
L’¢tude chimio-taxonomique basée sur I’extraction des flavones-flavonols, acides
phénols et anthocyanes nous a permis de quantifier par spéctrophotométrie UV-visible

les teneurs absolues de chaque compos¢ chez les individus des deux variétés.

Les coefficients de variabilitédes flavones-flavonols et des acides phénolsest de
26,85% pour les deux variétés Teloukat et Eucalyptoides. Lecoefficient de
variabilitédes anthocyanes est de 22, 36% .Ces deux coefficients ont montré la
présence d’une variabilité intra-variétale traduite par une distribution inégale de ces

composés au sein des individus de chaque variété.

L’analyse par chromatographie liquide a haute performance (H.P.L.C.) nous a permis
d’identifier chez les deux variétés les polyphénols constituants leur carte phénolique
qui révele la présence des composés communs et des composés spécifiques pour

chaque variété.

Cette différence en composition chimique chez les deux variétés traduit la présence
d’une diversité intra-variétale.




L’analyse des résultats par les marqueurs chimiques nous a permis de classer les

individus d’une maniére plus claire par rapport aux marqueurs morphologiques.

» Sur le plan moléculaire
L’étude moléculaire par microsatellite (SSR)a permis d’étudier la diversité génétique
en se basant sur différents paramétres (le nombre d’alléles, la fréquence allélique,
I’hétérozygotie observée, 1’hétérozygotie attendue et I’indice de fixation). Les
résultatsreprésentés parl’analyse factorielle de correspondance (AFC)et le
dendrogrammeont confirmé [’existence de deux variétés Teloukatet Eucalyptoides
ausein de D’espéce Ficus salicifoliavahl traduite par le regroupement des
individusd’une maniere plus précise en deux catégories représentant chacune une

variéte.

Par les résultats de ce travail nous avons pu caractériser les deux variétés (Teloukat et
Eucalyptoides) du figuier du désert Ficus salicifolia, néanmoins d’autres perspectives
s’offrent aux chercheurs par I’augmentation du nombre d’individus et I’élargissement

de sa zone d’étude.
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Annexe I

Matériel de laboratoire et appareillage

LA VERRERIE

Ampoules a décanter.
Béchers.

Boite de Petri en verre
Boite de Petri
Eprouvettes graduées
Fioles.

Pipettes graduées.
Micropipettes.

Tubes a essai.

L’APPAREILLAGE

Spectrophotometre.
Bains marie.

Etuve

Balance de précision

Chromatographie liquide a haute
performance(H.P.L.C.).
Autoclave

Bec benzéne

I11-

Etuve d’incubation
pied a coulisse
vortex

Hotte ventilée
Rota vapeur

REACTIFS ET PRODUITS
CHIMIQUES (Solvants)

Acétonitril grade H.P.L.C.
Acide acétique grade H.P.L.C.
Acide chlorhydrique (HCI) a 2N.
n- Butanol C4H;,O

Eau distill¢e.

Ethanol a 70° C,HsOH

Ether diéthyliqueC,HsOC,Hs
Méthanol CH;OH

Méthanol grade H.P.L.C.
Méthyle éthyle cétone.

Chlorure d’aluminium (AICl;).
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e Préparation de I’acide chlorhydrique a deux fois normal (HCI a 2N)

On prend un volume V de HCI a 37% puis on ajuste jusau’alL avec de I’eau distillée

_ 100 * Mm=*2
T d#37

Mm : masse molaire de HCI.

d : densité de HCI.
e Préparation du chlorure d’aluminium (AICl;)

1g de chlorure d’AlICl; ————» 100ml de méthanol

0.5g de chlorure d’ AICl; ——— 5#ml de méthanol
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Annexe Il

Annexe I1

Tableau V : Analyse des variations significatives de la longueur de 20 feuilles de deux

variétés (Teloukat et Eucalyptoides) du Ficus salicifolia.

Source des Somme Degré de Moyenne e s V.a l.eur

e . . . . F  Probabilit¢é critique
variations des carrés liberté des carrés

pour F
longueur des
639,04 14 45,65 7,54 0,00 1,73

feuilles (LF)
Erreur 1725,98 285 6,06
Total 2365,02 299

Tableau VII: Analyse des variations significatives de la largeur de 20 feuilles de

deux variétés (Teloukat et Eucalyptoides) du Ficus salicifolia.

Source des Somme Degré Moyenne rees V.al.eur

e , . . . F Probabilité critique
variations des carrés deliberté des carrés

pour F

longueur
des feuilles 172,66 14 12,33 15,6 0,00 1,73
(LF)
Erreur 224,29 285 0,78
Total 396,91 299




Annexe I1

Tableau IX: Analyse des variations significatives durapport longueur sur largeur des

feuilles de deux variétés (Teloukat et Eucalyptoides) duFicus salicifolia.

Source des Somme Degré de Moyenne xegs V.a l.eur

e , . . . F  Probabilit¢  critique
variations des carrés liberté des carrés

pour F
longueur des
172,624 14 11,758 49,24 0,00 1,73

feuilles (LF)
Erreur 224,294 285 0,239
Total 396,918 299

Tableau XI: Analyse des variations significatives de la longueur des pétioles de 20

feuilles de deux variétés (Teloukat et Eucalyptoides) du Ficus salicifolia.

Source des Somme  Degré Moyenne Valeur
. L. des de yenn F  Probabilité critique

variations , . . des carrés

carrés liberté pour F
longueur des

141,080 14 10,07 21,21 0,00 1,73
feuills (LF)
Erreur 135,42 285 0,47
Total 276,502 299

Tableau XIII: Analyse des variations significatives de 1a longueur des stipules de vingt

feuilles de deux variétés (Teloukat et Eucalyptoides) du Ficus salicifolia.

Source des Somme Degré de Moyenne rees V.al.eur

e , . . . F  Probabilit¢é critique
variations des carrés liberté des carrés

pour F
longueur des
22,95 14 1,63 9,62 0,00 1,73

feuilles (LF)
Erreur 48,56 285 0,17
Total 71,51 299
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