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Introduction

Les oasis tunisiennes sont caractérisées par une richesse génétique
considérable comme en témoigne la présence d’au moins 250 culti-
vars répertoriés (Rhouma, 1994). Cependant, avec 1’évolution éco-
nomique et sociale du pays, les palmeraies de Djérid et de Nefzaoua
sont réorganisées pour satisfaire une demande sans cesse croissante
en dattes de qualité supérieure a I’instar du cultivar « élite » Deglet
Nour. Cette réorganisation a fait que la phoéniciculture est passée
d’un systeme de culture traditionnelle riche et diversifié a un sys-
teme industriel axé sur une culture monovariétale (Rhouma, 2005).
11 est donc impératif d’élaborer diverses actions visant la sauvegarde
de ces ressources phytogénétiques. Dans cette optique, 1’identifica-
tion variétale constitue I’une des composantes essentielles pour une
gestion rationnelle du patrimoine phoénicicole. En effet, ’explora-
tion des potentialités de chaque cultivar, ainsi que 1’établissement
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d’une clé d’identification, constitue un outil précieux pour le
contrdle des rejets et des vitroplants de palmier dattier. Pour ce faire,
nous avons exploité les marqueurs microsatellites chez cette espece.

Matériel et méthodes

Matéeriel biologique

Au cours de ce travail, nous avons utilisé 102 écotypes tunisiens de
palmier dattier. Il s’agit de 28 pollinisateurs et de 74 cultivars.
Notons que quelques variétés étrangeres récemment introduites
dans les palmeraies tunisiennes ont été également analysées au
cours de cette étude.

Le matériel végétal, constitué de jeunes palmes prélevées sur des
palmiers adultes, nous a été aimablement fourni par le Centre régio-
nal de recherche en agriculture oasienne phoénicicoles, CRRAO,
Degache, situé au sud du pays.

Extraction de I'’ADN cellulaire total

Afin d’extraire de I’ADN de bonne qualité, nous avons utilisé le kit
« DNA easy plant mini kit », et adopté le protocole préconisé par le
fournisseur (Qiagen, France).

Amorces et réaction )
de polymeérisation enzymatique en chaine

Nous avons utilisé les oligonucléotides identifiés au Cirad de
Montpellier (Billotte ef al., 2004). La réaction de polymérisation
enzymatique en chaine ou PCR est réalisée dans une microplaque
de 96 puits contenant chacun le mélange réactionnel suivant : 20 ng
d’ ADN matrice, 1 pmol d’amorce sens, 4 pmol d’amorce anti-sens,
0,2 mM d’un mélange de ANTP, 2 mM de MgCl,, 2 ul de tampon
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Taq et 1 unité de Tag DNA polymerase (Sigma). L’amorce anti-sens
est marquée a I’extrémité 5’ par I’un des trois fluorophores (6FAM,
NED or HEX).

La PCR est réalisée dans un thermocycler EppiMotion 96
(Eppendorf) programmé pour effectuer les cycles suivants : une
incubation préalable a 94 °C, suivie de 30 cycles comportant chacun
les trois étapes suivantes : une dénaturation pendant 30 secondes a
94 °C, une hybridation pendant 30 secondes a la température d’hy-
bridation du couple d’amorces et une syntheése pendant 30 secondes
a 72 °C. Une extension finale & 72 °C pendant 5 min a été toujours
programmée a la fin du dernier cycle d’amplification.

Les produits d’amplification sont identifiés a I’aide d’un séquenceur
automatique ABI prism 3130xl en mélangeant 3 pl du produit PCR
dilué, 6,875 ul de formamide et 0,125 ul GenSize 400HD Rox.
D analyse est réalisée en utilisant le logiciel GeneMapper V3.7 soft-
ware (Applied Biosystems).

Résultats

Au total, 136 alleles ont été mis en évidence avec un nombre moyen
de 9,14 alleles par locus. Ce résultat traduit I’existence d’une
importante diversité au sein de la palmeraie tunisienne. En outre,
tenant compte de tous les alleles identifiés, nous avons pu établir les
empreintes génétiques de toutes les accessions étudiées. Ces
empreintes correspondent aux génotypes multilocus mis en évi-
dence au cours de cette étude.

Ainsi, en considérant seulement cinq locus microsatellites nous
avons déterminé les génotypes multilocus propres a chacun des dif-
férents écotypes. Le diagramme illustrant la clé¢ d’identification
variétale ainsi obtenue est consigné dans la figure 1. Il en ressort
que le pourcentage d’efficacité est de 100 %. Ce résultat témoigne
de la puissance des marqueurs microsatellites pour le typage molé-
culaire dont les apports sont tres précieux tant sur le plan de la cer-
tification a grande échelle des rejets (vendus et/ou échangés) par les
phoéniciculteurs que pour le test de conformité des vitroplants.
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Diagramme illustrant la clé d’identification variétale.
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Etablissement de la clé d’identification

Dans le but d’établir la clé d’identification variétale, nous nous
sommes basés sur le principe de la classification hiérarchisée des
locus selon le nombre d’alleles identifiés pour chacun d’entre eux.
Les accessions sont par la suite ordonnées en regroupant celles qui
possedent le méme génotype, et ce jusqu’a I’obtention de la combi-
naison allélique propre a chacune d’entre elles.

Conclusions et discussion

Dans ce travail, nous nous sommes proposés d’explorer la diversité
génétique de la palmeraie tunisienne en nous basant sur les mar-
queurs microsatellites. Ainsi, nous avons pu dans une premicre
étape mettre en évidence une conformité intracultivar en utilisant
des accessions issues d’origines oasiennes différentes. En consé-
quence, nous pouvons suggérer que toutes les plantes d’une variété
donnée, sont identiques entre elles et qu’elles dérivent les unes des
autres a partir d’une méme plante mere pour constituer un clone.
Cette considération est en accord avec le mode de reproduction
chez cette espece. En effet, le palmier dattier est multiplié végétati-
vement a I’aide des rejets qui sont constamment échangés entre les
phoéniciculteurs. Il en résulte une forte homogénéité variétale aussi
bien a I'intérieur d’une méme palmeraie qu’a travers les différentes
oasis. Toutefois, les facteurs environnementaux ainsi que certaines
mutations pourraient se produire tout en étant a I’origine des varia-
tions observées et qui concernent les caractéres végétatifs de la
plante et/ou ceux des fruits. Dans ce cas, le mode de sélection pra-
tiqué par les phoéniciculteurs, aura comme effet d’éliminer ces
variations des leur apparition.

Dans une seconde étape, nous avons pu mettre a profit les possibi-
lités offertes par les marqueurs microsatellites afin d’examiner la
diversité génétique de la palmeraie tunisienne et d’établir le typage
moléculaire de 102 accessions différentes. Les résultats obtenus
témoignent aussi bien de la richesse de ce patrimoine phytogéné-
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tique que de I’efficacité de la technique SSR en termes de mise en
évidence du polymorphisme moléculaire chez le palmier dattier.
Drailleurs, I’exploitation des données issues de cette étude montre
qu’il est possible d’identifier spécifiquement toutes les accessions
analysées grace a leur empreinte génétique. Ainsi, le génotypage
multilocus nous a permis de construire une clé d’identification
variétale avec une efficacité absolue (100 %), et ce en nous basant
uniquement sur cinq locus. Les travaux sont en cours de réalisation
afin d’élargir cette étude a tout le germoplasme tunisien de palmier
dattier afin d’établir les empreintes génétiques de notre patrimoine
phoénicicole. Les retombées de ces différentes actions seront d’un
grand apport pour le typage moléculaire des variétés ainsi que pour
le contrdle de la conformité des rejets et/ou des vitroplants produits
industriellement par les diverses techniques de culture in vitro.
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