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Résumé

L’étude de la diversité du caroubier, collecté de différentes régions du Maroc, a
révélé un polymorphisme élevé. L'analyse des caractéres morpho-agronomiques
ainsi que I'analyse de la variabilité tégumentaire des graines, ont permis d’identifier 3

groupes distincts au sein des accessions étudiées.

Par ailleurs, nous avons mis au point un protocole d’extraction de 'ADN génomique
du caroubier, déterminé les conditions optimales pour I'amplification par PCR et
évalué la diversité génétique par deux techniques: RAPD et ISSR. La RAPD, plus
discriminante, a permis de montrer un polymorphisme génétique inter accessions
trés élevé. En outre, I'analyse cumulant les données ISSR, RAPD et dureté

tégumentaire, a généré une phylogénie analogue a celle révélée par la RAPD.

Concernant la caractérisation des bactéries endophytes du caroubier, une grande
variabilité génétique a été révélée par Rep-PCR. L’analyse du géne ADNr 16S des
souches représentants les groupes Rep, a permis d’identifier 6 groupes dont deux
sont rapprochés aux souches de référence du genre Rhizobium. Phénotypiquement,
ces bactéries présentent des caractéres morphologiques et physiologiques

semblables a ceux des rhizobia.

Mot clés: Caroubier, bactéries endophytes, polymorphisme génétique, diversité

phénotypique.



ABREVIATION

ADN Acide désoxyribonucléique
ADNr ADN dont la transcription donne lieu a 'ARN ribosomal
ARN Acide ribonucléique

ARNr ARN ribosomale

dNTP Désoxyribonucleide triphosphate
ARNase Enzyme qui digére 'ARN
Taq De Thermus aquaticus (bactérie qui vit dans les sources chaudes)
°C Degré Celsius

% Pourcentage

g Gramme

mg Milligramme

Mg Microgramme

ng Nano gramme

mi Millilitre

pl Microlitre

M Molaire

mM Millimolaire

pmol Micromole

pmol Pico mole

cm Centimétre

mm Millimeétre

um Micrométre

h Heure

min Minute

S Seconde

U Unité

DO Densité optique

pb Paire de base

kb Kilo base

uv Ultra violet

Vv Volt

rpm Rotation par minute

TH Température d’hybridation
bv biovar
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Ty Triptone Yest Extract

YEM Yest Extract Mannito

Mg Cl, Chlorure de Magnesium

BSA Bovine Serum Albumin

EDTA Ethyl Diamine Tétra acétyle

CTAB Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide

PEG Polyéthyléne glycol

MES Acide sulfonique 2N-Morpholino-éthane
MOPS Acide sulfonique 3N-Morpholino-propane

SDS Sodium Dodecyl Sulfate

TBE Tampon Tris - Borate- EDTA

TE Tris - EDTA

BET Bromure d’Ethidium

AICl; Chlorure d’aluminium

CdCl, Chlorure de cadmium

CoCl, Chlorure de cobalt

HgCl, Chlorure de mercure

MnCl, Chlorure de manganese

ZnCl, Chlorure de zinc

NaCl, Chlorure de sodium

AFLP Polymorphisme de Longueur de Fragments Amplifiés
ARDRA De ‘Amplified Ribosomal DNA — Restriction Analysis’
PCR Reaction de Polymerisation en Chaine

RAPD Polymorphisme de 'ADN Amplifié au Hasard
PFLP Polymorphisme de Longueur de Fragments de Restriction
PEP/PCR De ‘Repetitve Extragenetic Palindromic — PCR’
SSR Séqueces Simples Répétées ou Microsallites
ISSR De ‘Inter — Simple Sequence Repeat’

D Diversité

P Polymorphe

M Monomorphe
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Introduction Générale

Les écosystémes méditerranéens sont sujets a I'effet des conditions climatiques particuliéres
caracterisées par des précipitations rares ou irrégulieéres et par de longues périodes estivales
séches. Ces contraintes climatiques combinées avec une pression anthropique, conduisent
généralement a une perturbation du couvert végétal couplée avec une érosion rapide des
sols. En conséquence, une désertification progressive s'installe, se traduisant par un
appauvrissement des sols en nutriments et en matiére organique et par la perte ou la
diminution de la densité et de l'activité microbienne du sol. Il est connu que ces
microorganismes contribuent efficacement a Il'agrégation de la structure du sol, a
I'établissement des plantes par 'amélioration de leur nutrition et leur protection contre les

pathogénes et les stress abiotiques.

Afin de pallier a ces problémes et sauvegarder la fertilité des sols, plusieurs programmes de
développement forestier ont été entrepris dans de nombreuses régions du monde.
L'utilisation des espéces arborescentes pionniéres, adaptées aux aléas climatiques et
pouvant s’installer sur les sols érodés, reste la solution la plus préconisée. Ainsi, certains
pays ont opté pour 'usage des arbres et arbustes appartenant a la famille de légumineuse
(Nuti, 1989; Brewbaker et al. 1990). Ces espéces ont le privilége d’assimiler biologiquement
I'azote moléculaire a travers les relations qu’elles tissent avec des bactéries endophytes de
la famille des Rhizobiaceae et /ou des bactéries dites endophytes associatives qui jouent
des roles importants dans I'amélioration de leur croissance via I'apport des phytohormones,
la solubilisation et libération des éléments nutritifs tels les phosphates, ainsi que via leur role
bioprotecteur contre des agents pathogénes (Gaur, 1990; Chaintreuil et al. 2000; Baldani et
Baldani, 2005; Li et al. 2005).

Au Maroc, les phénoménes d’érosion et de désertification causent annuellement une perte
d’environ 31.000 hectares de terre. Pour contrecarrer ces derniers problémes et satisfaire les
besoins des populations rurales en produits de forét, des efforts considérables sont
consacrés au reboisement (10 a 15. 000 hectares/an). Cependant, d'apres les inventaires
effectués par le Ministére chargé des Eaux et des Foréts, les échecs de reboisement sont
trés fréquents. L'utilisation d’espéces endémiques du Maroc pourrait améliorer le taux de

réussite des opérations de reforestation.

Le caroubier fait partie de ces espéces a grand potentiel mais trés peu utilisé dans les efforts
de reboisement entrepris dans notre pays. C'est une  légumineuse typiquement
méditerranéenne, largement reparti au Maroc sous forme de peuplements spontanés ou

artificiels (Emberger, 1938; Ouchkif, 1988). C’est une espéce agro-sylvo-pastorale ayant
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d’énormes intéréts socio-économiques et écologiques (Batlle et Tous, 1997; Gharnit et al.
2001). Vu sa capacité de développer des stratégies d’adaptation morphologique,
physiologique et biochimique vis a vis de différents degrés de contraintes hydriques, le
caroubier s’installe favorablement dans les zones coétiéres, semi-arides et arides, d’ou
importance de son utilisation dans les programmes de reforestation et de reboisement est
de plus en plus conseillée (Rejeb, 1995; Batlle et Tous, 1997). Par ailleurs, cet arbre est
d'une importance économique considérable ; ses gousses, plus riches en sucre que la canne
a sucre et la betterave sucriere, sont utilisées en industrie alimentaire et pharmacologique
(NAS, 1979; Batlle, 1997; Markis et Kefalas, 2004).

Malgré son appartenance aux légumineuses, le caroubier a suscité des débats et des
positions divergentes en ce qui concerne son rapport avec les rhizobiums. Il a été considéré
par Martins-Loucdo et Rodriguez-Barrouceco (1982), Martins-Lougao (1985) et Martins-
Loucdo et al. (1996b) non nodulable par rhizobia, donc incapable de fixer en symbiose
'azote atmosphérique. Par contre, Missbah et al. (1996) ont rapporté sa nodulation, en
caractérisant phénotypiquement les rhizobiums isolés a partir des nodosités racinaires des
plantes natives de la région d’Oujda. Dans la méme période, Bryan et al. (1996) ont rapporté
la détection de l'activité de la nitrogénase dans les racines et bourgeons du caroubier.
Récemment, il a été affirmativement révélé susceptible d’abriter des bactéries endophytes

au niveau des tissus racinaires et méme épicotylaires (Konaté, 2001).

Les traits morphologiques et physiologiques ont été traditionnellement utilisés pour
I'identification et la gestion des cultivars du caroubier (Tous et Batlle, 1990). Au Maroc, ils ont
constitué l'unique outil discriminant les différents types de caroubier, surtout dans la région
de Chefchaouen et de Bab Taza (Gharnit et al. 2001, 2004). Cependant, ces caractéres sont
souvent influencés par les facteurs environnementaux tels le froid, et la sécheresse, ce qui
entrainerait souvent des erreurs dans le choix et la sélection des cultivars. Par ailleurs,
I'utilisation de critéres liés aux fleurs et fruits qui sont aussi importants dans la détermination
d'un cultivars, peut étre limitée seulement aux arbres adultes et exclure les jeunes plantes
dont le sexe n’est défini qu'aprés 6 ans de développement. Récemment, la technique
protéique (Isozyme) a été développée et appliguée comme moyen de différenciation entre
les cultivars du caroubier. Toutefois, elle n’a pu révéler que de trés faibles niveaux de

polymorphisme entre les cultivars (Barracosa et al. 1996; Batlle et al. 1996).

Jusqu’a nos jours, aucune information n’est disponible sur la caractérisation moléculaire de
cette espéce végétale. Vu l'importance de I'analyse moléculaire dans les études de diversité,
d’identification des cultivars et de détermination du sexe d’une plante notamment les arbres,

nous avons entrepris dans le cadre de ce travail une étude moléculaire.
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Dans le cadre de contribuer a 'amélioration et a la gestion de cette ressource génétique, une
caractérisation adéquate de différentes accessions de caroubier provenant de différentes
régions du Maroc ainsi que de leurs bactéries endophytes associatives, a été menée au

cours de ces travaux. Les principaux objectifs du présent travail étaient:

1. Evaluer la diversité des accessions marocaines de caroubier par différentes
approches phénotypiques et moléculaires, afin d’établir les relations phylogénétiques

inter-accessions.

2. Constituer une collection de bactéries endophytes associatives isolées a partir des
organes végétatifs du caroubier et évaluer sa diversité génétique et phénotypique,

afin d’identifier la phylogénie des ces bactéries « spécifiques » au caroubier.

Le premier chapitre de ce mémoire est consacré a une synthése bibliographique sur 'espéce
de Ceratonia siliqua ou caroubier, sa taxonomie, sa répartition géographique, ses propriétés,

ses intéréts et les techniques utilisées dans sa différenciation et les études de sa diversité.

Dans le deuxiéme chapitre, une caractérisation phénotypique basée sur l'analyse des
caractéres morpho-agronomiques liés aux fruits et sur I'aspect lié a la dureté tégumentaire

des graines, a été menée afin de discriminer entre les neuf accessions du caroubier.

Le troisieme chapitre a pour objectif, d’'une part, la mise au point d'une méthode d’extraction
d’ADN génomique du caroubier et d’autre part de trois protocoles moléculaires: PCR/ISSR,
RAPD et AFLP, afin dévaluer le polymorphisme moléculaire entre dix accessions

marocaines de caroubier et établir leur phylogénie.

Le chapitre IV comporte également une synthése bibliographique consacrée aux bactéries
du sol pouvant vivre en tant qu’endophytes symbiotiques ou associatives avec diverses
plantes, ainsi qu'aux différentes méthodes phénotypiques et génétiques utilisées dans les

études de la biodiversité des bactéries.

Le cinquieme chapitre a abordé I'isolement des endophytes et I'application de la technique
moléculaire PCR/REP pour une premiére évaluation de la diversité et un premier

regroupement génétique de ces bactéries.

Le chapitre VI est axé sur lidentification préliminaire de la position taxonomique des
différentes souches du caroubier via I'analyse du géne ribosomal ADNr 16S par la technique
ARDRA.

Le dernier chapitre est consacré a une caractérisation phénotypique de ces endophytes afin
d’évaluer leur biodiversité physiologique et repérer les souches les mieux adaptées aux

divers stress environnementaux.
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Chapitre I: Revue bibliographique

1. PRESENTATION DU CAROUBIER: Ceratonia siliqua L.

1. 1. Taxonomie

Scientifiquement, le caroubier est appelé Ceratonia siliqua. Ce nom dérive du grec keras et
du latin siliqua, faisant allusion a la forme de son fruit qui ressemble a la ‘corne’ de bouc
(Bolonos, 1955). Par ailleurs, le nom dialectal kharouv, originaire d’hébreu, a donné lieu a
plusieurs dérivés tels Kharroub en arabe, algarrobo en espagnol, carroubo en italien,
caroubier en francgais, etc... En outre, les graines de caroube, vu leur uniformité, sont
appelées ‘carats’ et ont servi pendant longtemps aux joailliers comme unité de poids pour
peser les diamants, les perles et d’autres pierres précieuses (1 carat = 205,3mg) (Rejeb,
1995).

Le genre Ceratonia appartient a la famille des Leguminosae (Fabacae) de l'ordre des
Rosales. Toute fois, cette position taxonomique reste litigieuse. Il est généralement placé
dans la tribu des Cassieae, sous famille des Cesalpinoidae. Cependant, certains auteurs tels
que Irwin et Barneby (1981) et Tucker (1992a et b), ont émis des réserves en ce qui
concerne la véracité de ce positionnement. Par ailleurs, des études cytologiques ont révélé
que le genre Ceratonia qui posséde un nombre total du chromosome 2n=24 est éloigné des
autres membres des Cassieae dont le nombre du chromosome est 2n=28 (Goldblatt, 1981;
Bure$ et al., 2004). En plus, certains auteurs ont désigné Ceratonia comme étant I'un des
genres les plus archaiques des légumineuses (Tucker, 1992a) et qui serait complétement

isolé des autres genres de sa famille (Zohary, 1973).

La seconde espéce du genre, Ceratonia oreothauma décrite par Hillocaot et al., (1980),
contient selon leurs origines deux sous-espéces distinctes: la sous-espéce oreothauma qui
est native d’Arabie (Oumane) et la sous-espéce somalensis qui est native du nord de la
Somalie (Batlle et Tous, 1997).

1. 2. Données botaniques

Le caroubier est un arbre a croissance lente, pouvant atteindre une quinzaine de métres de
hauteur (Quezel et Santa, 1962/63). Il posséde une cime trés étalée et un tronc dont la base
peut atteindre 2 a 3 métres de circonférence (Fig. I. 1). Sa longévité est importante,
dépassant souvent les 200 ans (Rejeb et al., 1991). Ses feuilles, de 10 a 20 cm de longueur,
sont persistantes, composées (4 a 10 folioles glabres), vertes, luisantes sur la face dorsale,
plus claires et mates sur la face ventrale, a folioles ovales entieres, Iégérement échancrées

au sommet et paripennées (Diamantoglou et Mitrakos, 1981; Rejeb, 1995).
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Figure I. 1: L’arbre du caroubier (Ceratonia siliqua L.)

L’arbre est dioique, parfois hermaphrodite et rarement monoique (Linskens and Scholten,
1980; Batlle et Tous, 1988). Les pieds males sont stériles et improductifs (Rejeb, 1995). Les
fleurs males, femelles et hermaphrodites poussent sur des pieds différents. D’aprés Tucker
(1992a), les fleurs sont initialement bi-sexes et au cours de leur développement, 'une des

fonctions sexuelle méale ou femelle est supprimée.

Les fleurs sont verdatres, de petite taille (6 a 16 mm de longueur), spiralées et réunies en un
grand nombre pour former des grappes droites et axillaires plus courtes que les feuilles a
l'aisselle desquelles sont développées (Fig. I. 2) (Batlle et Tous, 1997). Les fleurs femelles
sont constituées d’un pistil court et recourbé avec un petit ovaire (5 a 7mm) bi-carpelle. Les
stigmates sont bilobés et couvertes par des papilles. A la base, le disque nectarifére est
entouré de 5 a 6 sépales rudimentaires. Par contre, la corolle est absente et les fleurs méales
portent 5 étamines (Aafi, 1996).
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Figure I. 2: Inflorescence male (a), fleurs femelles et gousses (b) et fleurs hermaphrodites
(c) (Batlle et Tous, 1997)

Les grains de pollen sont ellipsoides avec aux pdles 28 a 29 um de diamétre et a I’équateur 25 a 28

pm (Ferguson, 1980; Linskens et Scholten, 1980) et peuvent germer facilement (Sfakiotakis, 1978).

Le fruit du caroubier se développe trés lentement nécessitant 9 a 10 mois pour atteindre la
maturité. Il est de grande taille, 10 a 30 cm de longueur et 2 a 3.5 cm de largeur et
indéhiscent aprés maturité. Il est vert puis brun et au moment de la maturité, brun foncé a

noir. Il est sinueux sur les bords, aplati, droit ou arqué et présente un tissu pulpeux sucré et
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rafraichissant. La gousse est séparée a l'intérieur par des cloisons pulpeuses et renferme 12
a 16 graines brunes dont la longueur et la largeur sont respectivement de 8 a 10 mm et de 7
a 8 mm (Batlle et Tous, 1997).

1. 3. Reproduction biologique

De nombreux aspects liés a la reproduction biologique du caroubier, tel que la floraison, la
pollinisation, la compatibilité entre les différents sexes ou encore entre les cultivars, ainsi que
la fructification, restent largement inconnus (Batlle et Tous, 1997). Le caroubier est considéré
comme le seul arbre méditerranéen qui fleurisse en été : d’aolt a octobre (Aafi1996) ou en
automne : de septembre a novembre (Fournier 1977). Cependant, le temps et la durée de
période de la floraison dépendent des conditions climatiques (Batlle et Tous, 1997). Quatre
types d'inflorescence décrits par Schroeder (1959) peuvent occasionnellement étre

rencontrés sur un méme arbre:

- les fleurs pistillées,

- les fleurs pistillées avec parfois des fleurs parfaites ou staminées (I'arbre se comporte
comme un pied femelle),

- les fleurs parfaites avec parfois des fleurs staminées,

- les fleurs staminées ; la fleur peut démarrer hermaphrodite puis il y a une chute des pistils

et la fleur devient staminée du point de vue structure et fonction.

La pollinisation des fleurs du caroubier est, en grande partie, assurée par les insectes
(Retana et al., 1990, 1994; Rejeb et al., 1991; Ortiz et al., 1996) mais aussi par le vent
(Passos de Carvalho, 1988; Tous et Batlle, 1990). Les trois sexes de fleur, sécrétent des
substances nectariféres dont la quantité et la contenance en sucre sont élevées dans la fleur

femelle par apport a son homologue male (Ortiz et al., 1996).

La fructification, chez le caroubier, se situe entre juillet et décembre de I'année qui suit la
floraison, selon les régions et les cultivars (Aafi, 1996). D’aprés Haselberg (1996), la
variation dans lintensité d’inflorescence et la production des gousses, est plutét liée a des
facteurs endogénes qu’aux aléas climatiques. Toutefois, des conditions défavorables de
I'environnement peuvent entraver, d’'une maniére significative, la production des fruits (Batlle
et Tous, 1997).

2. ORIGINE ET REPARTITION GEOGRAPHIQUE

2. 1. Origine du caroubier

Le lieu d’origine du caroubier demeure aberrant. Toutefois, De Candolle (1983) et Vavilov

(1951) ont rapporté qu'il serait native de la région Est méditerranéenne (Turquie et Syrie).
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Par contre, Schweinfurth (1894) a insinué qu’il est originaire des pays montagneux du Sud
d’Arabie (Yémen). Tardivement, il a été considéré, par Zohary (1973), comme originaire de
la flore d’Indo-Malaisie, groupé avec Olea, Laurus, Myrtus et d’autres plantes. Par ailleurs,
Ceratonia oreothauma est la seule espéce connue et originaire du Sud-est d’Arabie

(Oumane) et des bordures de la corne africaine (Nord de Somalie) (Hillcast et al., 1980).
2. 2. Distribution géographique du caroubier

Selon Hillcoat et al., (1980), le caroubier est étendu, a I'état sauvage, en Turquie, Chypre,
Syrie, Liban, Israél, Sud de Jordanie, Egypte, Arabie, Tunisie et Libye avant d’atteindre
I'Ouest de la méditerranéen. Il a été disséminé par les grecs en Gréce et en ltalie et par les
arabes le long de la c6te Nord de I'Afrique, au Sud et a I'Est de I'Espagne. Des lors, il a été

diffusé au Sud du Portugal et au Sud-Est de France.

Figure I. 3: Centre d’origine et distribution du caroubier dans le monde (Batlle et Tous, 1997)

Le caroubier a été également, introduit avec succés dans plusieurs autres pays ayant un
climat méditerranéen. C’est le cas en Australie, en Afrique du Sud, aux Etats Unis (Fig. I. 3)
(Arizona, Californie du Sud), aux Philippines et en Iran (Evreinoff, 1947; dans Batlle et Tous,
1997). Généralement, la distribution des espéces arborescentes, telle que C. siliqua est
limitée par des stress liés aux froids (Mitrakos, 1981). En effet, 'espéce C. oreothauma qui
semble étre plus sensible au froid a une répartition restreinte et limitée seulement a Omane

et au Somalie (Hillcoat et al., 1980). Dans les zones basses méditerranéennes (0-500m,
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rarement 900m d’altitude), le caroubier constitue une essence dominante et caractéristique

du maquis des arbres sclérophylles (Zohary et Orsham 1959; Folch i Guillen, 1981).

Au Maroc, le caroubier est présent, sous forme des plantations naturelles ou artificielles,
dans I'ensemble du pays jusqu’a 1150m d’altitude a I'exception des zones trés arides
(Emberger et Maire, 1941; Metro et Sauvage, 1955; Quezel et Santa, 1962/63; Guinochet et
Vilmorin, 1984). Il est rencontré dans le Rif occidental et oriental, le pré-Rif, le Rharb, le Sais,
I'Anti Atlas, le Haut Atlas septentrional et le Plateau Central (Aafi, 1996). Les peuplements
de caroubier s’intégrent dans l'ordre des Pistacio-Rhamnenalia (Achhal et al., 1980), qui
englobe des groupements de matorrals arborés claires ou arbustifs et qui sont soit naturels

soit introduits en tant qu’essences régénératrices de foréts.

3. PROPRIETES ET UTILISATIONS

3. 1. Propriétés

La pulpe et les graines sont les deux principaux constituants de la gousse du caroubier et
représentent respectivement 90% et 10% de son poids total. Selon plusieurs auteurs, la
composition chimique de la pulpe dépend, en générale, du cultivar, de l'origine et parfois de
la période de récolte (Orphanos et Papaconstantinou, 1969; Vardar et al., 1972; Calixto et
Carnellas, 1982; Albanell et al., 1991).

La pulpe est trés utilisée soit comme aliment diététique, soit comme remplagant du chocolat,
ou encore en alimentation animale. Elle est trés riche en sucre (48- 56%), en particulier,
sucrose, glucose, fructose et maltose (Tableau I. 1), mais pauvre en protéines (2- 6%) et en
lipides (0.4- 0.6%) dont les acides saturés et insaturés sont en proportions égales (Leroy,
1929; Puhan et Wieling, 1996). A partir d’extrait de gousses, cing acides aminés, en
'occurrence, alanine, glycine, leucine, proline et valine, ont été isolés par Vardar et al.,
(1972) et deux autres composés, tyrosine et phénylamine, ont été rapporté par
Charalambous et Paconstantinou (1966). En plus, la pulpe présente également une teneur
trés élevée en fibres (27- 50%) et une quantité non négligeable en tanins (18- 20%) (Saura-
Calixto, 1987; Puhan et Wielinga, 1996). Par ailleurs, I'analyse minéralogique faite, par
Puhan et Wielinga (1996), sur la pulpe, a révélé une composition (en mg/100g de pulpe) de:
K= 1100, Ca= 307, Mg= 42, Na= 13, Cu= 0.23, Fe= 104, Mn= 0.4, Zn= 0.59.
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Tableau . 1: Composition moyenne de la pulpe de caroube

Constituant %
Sucres totaux 48 — 56
Sucrose 32-38
Glucose 5-6
Fructose 5-7
Pintol 5-7
Tannins 18 - 20
Polysaccharides non amines 18
Cendre 2-3
Lipides 0.2-0.6

Puhan et Wielinga (1996; cité dans Batlle et Tous, 1997)

La graine est composée de 30 a 33% d’enveloppe tégumentaire, de 42 a 46% de I'albumen
et de 23 a 25% d’embryon (Neukom 1988). L’enveloppe tégumentaire est considérée
comme étant une source naturelle pour la production de polyphénol antioxydant (Batista et
al., 1996; Makris et Keflas, 2004). L'albumen est essentiellement constitué de gomme ou
galactomannane, qui est une molécule polysaccharidique composée de deux unités de
sucre, mannose et galactose, a une proportion de 4:1, peu similaire a la gomme de guar
(Cyamopsis tetagonolobus) (2:1) et celle de Tara (Colosasia esculenta L.) (3:1) (Fig. I. 4). Ce
polysaccharide naturel est doté de diverses propriétés importantes, a savoir une haute
viscosité dans I'eau, méme a température et a pH variables (Garcia-Ochao et Casas 1992),
une capacité de former a partir d’'une solution trés diluée de stable solution visqueuse et une
haute potentialité de réagir avec d’autres polysaccharides induisant ainsi un effet de synergie
(Puhan et Wielinga, 1996).

La valeur nutritionnelle de la gousse du caroubier est considérée similaire a celle de la
plupart de céréales (Coit 1962; NAS 1979). Selon Noblet et al., (1989), la valeur d’énergie

métabolique (EM) de la farine de caroube est estimée a 13.1MJ EM/kg de produit frais.
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Figure I. 4: Gomme de caroube, de Taro (Colosasia esculenta L.) et de Guar (Cyamopsis
tetagonolobus) (de Puhan et Wiellinga (1996) rapporté par Batlle et Tous, 1997).

3. 2. Utilisations du caroubier

Le caroubier se présente comme une essence a la foie forestiére et arboricole. Il est d’'une

grande importance économique, écologique et sociale. Son utilisation est multiple.
3.2.1. Arbre

L’'arbre isolé peut étre utilisé comme plante ornementale ou pour son ombre au bord des
routes, c’est le cas en Californie, Australie et ailleurs. Les pieds males, qui ne fournissent
pas de gousses sont les plus préférés dans le domaine d’ornementation (Batlle et Tous,
1997). Il peut étre également utilisé en verger comme plantation homogéne destinée a la

production commerciale (Espagne, Portugal et Gréce).

Basé sur sa faible exigence en culture, sa grande tolérance vis-a-vis des sols pauvres, le
caroubier est de plus en plus recommandé pour la reforestation des zones cbtiéres
dégradées sous l'effet d’érosion ou de désertification (Batlle et Tous, 1997). Actuellement, il
est considéré comme 'un des arbres fruitiers et forestiers le plus performant; puisque toutes
ses parties (feuilles, fleurs, fruits, bois, écorces et racines) sont utiles et ont des valeurs dans

plusieurs domaines (Aafi, 1996).
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3. 2. 2. Fruit

Dans les pays producteurs, les gousses de caroube ont été, traditionnellement, utilisées non seulement
en alimentation des animaux ruminants (Louca et Papas, 1973) ou non ruminants (Sahle et al., 1992),
mais aussi en alimentation humaine. Apres I’écrasement des gousses et séparation de pulpe et des
graines, les produits dérivées de ces deux éléments sont principalement utilisés dans plusieurs domaines
(Tableau I. 2).

3.2.2.1. Pulpe

La farine issue de pulpe peut servir comme ingrédient de certains menus de pétisseries: gateau, pain,
bonbon, créme glacée, boisson (NAS, 1979; Vidal, 1985) ou utiliser comme substituant du cacao dans
le chocolat, car elle est moins calorifique et ne contient ni caféine ni théobromine (Whiteside, 1981;
Craig et Nguyen, 1984). Par ailleurs, la pulpe a été le premier produit d’horticulture utilisé en
fermentation, dans plusieurs pays méditerranéens, pour la production d’alcool industriel (Merwin,
1981). En Egypte, les sirops a base de fruits de caroube constituent une boisson populaire (Batlle et
Tous, 1997).

Selon certains auteurs, les organismes unicellulaires jouent un réle important dans
I'amélioration et la conversion de la pulpe en fourrage hautement riche en protéines. En
effet, les extraits de sucres des gousses ont fourni un excellent substrat pour la culture
fongique tel que Aspergillus niger et Fusarium moniliforme. Les mycéliums, une fois, séchés
ont donné du fourrage agréable et nutritif, contenant plus de 38% de protéines brutes par

rapport a leur poids (Imrie, 1973; Sekeri-Pataras et al., 1973).

De nombreuses études ont démontré l'influence positive de la farine de caroube sur la
performance et la santé des animaux soumis a un régime alimentaire (Lizardo et al., 2002).
Par ailleurs, elle joue un réle effectif dans la suppression des parasites intestinaux (Min et
Hart 2003) et dans le traitement de diarrhée (Serairi-Béji et al., 2000). Les tanins, pectine et
B-caroténe ont été, jadis, utilisés en Egypte dans la médicine «traditionnelle» pour traiter la
diarrhée (Hamed et al., 2003). Selon certains auteurs, les fibres solubles de la pulpe peuvent
avoir un effet préventif ou curatif sur la santé humaine et animale, grace a la réduction du
risque de thrombose par biais de la diminution de pression sanguine et le niveau de

cholestérol dans le sérum (Williams et al., 1995; Beagger et al., 1996).
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Tableau 1. 2: Principaux produits dérivés de la gousse (pulpe et graines) et quelques majeures

utilisations (Batlle et Tous, 1997)

Produit Traitement subi Usage
Pulpe
Brute Aucun alimentation animale (chevaux et ruminants)
Moulu alimentation humaine et animale

extraction et purification

fermentation et distillation

Sucre

production d’alcool et protéine bactérienne

Poudre Lavage, séchage, torréfié et Ingrédient d’aliment; substituant de cacao;
moulu préparation des produits diététiques et

pharmaceutiques

Graines

Endosperme meuler additives d’aliments; fibres diététiques; aliments
choyé; produits pharmaceutiques et cosmétiques

Embryon Meuler Substrat microbien; nutrition humaine et animale

Enveloppe extraction Tannins pour tanner les cuirs

tégumentaire

3. 2. 2. 2. Graines

Les graines de caroube sont bien appréciées et recherchées pour leurs qualités et multiples
usages industriels. L'’utilisation possible, dans [lindustrie alimentaire, de polyphénol
antioxydant contenu naturellement dans I'enveloppe tégumentaire (Makris et Kafalas, 2004)
a soulevé d’énormes intéréts au méme titre que la production industrielle de gomme de
caroube (Batista et al., 1996). La gomme issue de I'endosperme constitue le 1/3 du poids
total de graine et 100kg de graines produisent en moyenne 20kg de gomme pure et séche
(Jones, 1953).

Cette gomme mucilagineuse est utilisée dans plusieurs produits commerciaux comme agent
stabilisateur, épaississeur, agglomérant et gélatinant (Batlle, 1997). En plus, elle est utilisée
en industrie alimentaire pour la fabrication d’'un grand nombre de denrées alimentaires:
creme glacée, soupe, sauce, biscuit, tourte, confiserie, produits de boulangerie et nourriture
des animaux. Par ailleurs, son application dans les domaines techniques est large. Elle est
utilisée en imprimerie, photographie, textile, matiére plastique, encre, cirage, matiére
adhésive et pharmaceutique et cosmétique (Johnson et al., 1988; Neukom, 1988; Tous et
Batlle, 1990).
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3. 2. 3. Feuilles

Dans les domaines forestiers, les pieds males sont souvent taillés pour le fourrage. Plusieurs
études ont montré que l'utilisation des feuilles associées avec le polyéthyléne glycol (PEG)
améliore la digestibilité et la qualité nutritive des tanins contenus dans les feuilles (Silanikove
et al., 1996; Priolo et al., 2000). Rejeb et al., (1991) ont estimé la valeur nutritive des feuilles
du caroubier a 0.25uf/kg de matiére séche. Les extraits des feuilles qui contiennent de tanins
ont été, en Turquie, utilisés dans la médecine ‘traditionnelle’ pour traiter la diarrhée et dans
'alimentation diététique (Baytop, 1984). Ces extraits foliaires ont été également désignés

comme étant porteurs des activités cytotoxiques et antimicrobiennes (Kivgak et Mart, 2002).
3.2.4. Ecorce

L’écorce du caroubier a été toujours utilisée en tannerie, particuliérement dans 'achévement
et I'émaillage des peaux (Batlle, 1997). En Turquie, elle a été également utilisée par la

médecine ‘traditionnelle’ comme reméde anti-diarrhée (Baytop, 1984).

4. AIRE DE PRODUCTION

Selon Batlle et Tous (1997), I'aire totale de la production mondiale du caroubier est estimée
a 210.000ha (Tableau I. 3). La plus grande superficie, 148.000 ha, se trouve dans les pays
méridionaux de I'Union Européenne (Espagne, ltalie, Portugal et Gréce) qui comptent 74%

des superficies plantées et 70% de la production mondiale des fruits.

La production mondiale de caroube est estimée a 310.000 tonnes. Elle est essentiellement
concentrée en Espagne, en ltalie, au Portugal, au Maroc, en Gréce, au Chypre, en Turquie,
en Algérie et autres (Tableau I. 3). Par ailleurs, de faibles productions ont été enregistrées

en Croatie, en Tunisie, a Malte, en Australie, en Californie et en Afrique du sud.
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Tableau l. 3: Superficies occupées par le caroubier et production mondiale (Batlle et Tous, 1997).

Pays Superficie (ha) Production de Production de
gousses graines

t % t %
Espagne 82 000 135 000 43.5 12 000 37.5
Italie 30 000 45000 14.5 4 000 12.5
Portugal 21000 30 000 9.7 3600 11.3
Maroc 25000 26 000 8.4 4 800 15.0
Grece 15 000 20 000 6.5 1 800 5.6
Chypre 12 000 17 000 5.5 1700 5.3
Turquie ~10 000 15 000 4.8 1 800 5.6
Algérie ~5 000 7 000 23 800 2.5
Autres* ~10 000 15 000 4.8 1 500 4.7
Total 210 000 310 000 100 32 000 100

* Australie, Afrique du Sud, USA, etc.

Durant le siécle dernier, la production mondiale de caroube a connu une chute dramatique,
elle est passée de 650.000t en 1945 (Orphanos et Papaconstantinou 1969) a 310.000t
en1997. La grande perte a été enregistrée en Espagne ou la production a chuté de 400.000t
en 1930 a 150.000t en 1990 (MAPA, 1994). Selon Batlle (1997), la régression accusée dans
la production du caroubier, a été principalement liée a la baisse des prix et aux programmes

du développement des zones cétieres au dépend des plantations de caroubier.

Contrairement au Maroc, cette production a connu une augmentation significative ; elle est
passée de 19.248t en 1981 a 24.000t en 1986 (Ouchkif, 1988b) puis a 26000t en 1997
(Batlle, 1997) et elle est estimée a 45000-50000t (Gharnit et al.,, 2001). Les principales
populations spontanées sont concentrées dans les régions de Tafechma au Nord et Ait
Ishaq au Sud et a Agadir (Ouchkif, 1988a). Cependant, les trois domaines d’exploitation,
commercialement connus, sont Fés, Marrakech et Agadir. La superficie occupée par le
caroubier spontané, est estimée a 25000ha, mais de nouveaux vergers ont été plantés dans
différentes régions du Maroc, ce qui laisse a prévoir, pour les années a venir, une hausse

modérée dans la production nationale.

5. PROPAGATION DU CAROUBIER ET CONCEPTION DU
VERGER

D’aprés Zohary (1973,1996), la région méditerranéenne serait le centre de la domestication

du caroubier. Se basant sur les données de littérature et archéologiques, il a rapporté que le
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caroubier était, tardivement, introduit dans la culture en tant qu’arbre fruitier. Il a attribué ces
retards accusés dans la domestication, a la difficulté de propager le caroubier par voie
végétative. Par contre, l'olivier, la vigne, le palmier dattier et le figuier ont été les premiers

corps d’horticulture dans la région méditerranéenne.

Pour les cultivateurs, la propagation végétative constitue une des solutions aux problemes
liés a la grande diversité qui caractérise la reproduction sexuée. Ainsi, les plantes juvéniles
de caroubier possédant des caractéristiques supérieurs et prometteurs, ont été

empiriquement choisies et propagées par clonage (Batlle et Tous, 1997).
5. 1. Propagation du caroubier

Les donneurs potentiels de greffon sont des plantules issues de graines et qui varient
largement dans leur vigueur et leur aptitude a résister au froid. Actuellement, aucun proceés
et ni collection sélectionnée ne sont disponibles en tant que donneurs de greffons. Toutefois,
ils sont essentiellement reconnus par leur systéeme racinaire bien développé. Les plantules
sont greffées 1 ou 2 ans apres leur germination dans une pépiniére, puis transplantées dans

les vergers (Batlle et Tous, 1997).
5. 1. 1. Germination des graines

Bien que les graines de caroubier peuvent se maintenir intactes, pendant plusieurs années
et a basse température, il serait judicieux d’'utiliser celles provenant de la derniére récolte et

de semer trés t6t, au début du printemps (Goor et Barney, 1968; Hong et al., 1996).

Les graines sont dotées d’une enveloppe tégumentaire épaisse et dure, ce qui nécessite une
scarification préalable pour faciliter la germination. Un prétraitement avec de I'eau bouillante,
I'acide sulfurique (H.SO,4) ou I'acide gebberelline (AG;) peut améliorer considérablement le
taux de germination (Batlle et Tous, 1997). Avec l'acide sulfurique, le résultat de la
germination est spectaculaire (Frutos, 1988), mais la durée de scarification est variable en

fonction des cultivars et des provenances des graines (Konaté, 2001).
5. 1. 2. Propagation végétative: bouturage

Le caroubier a été décrit par Lee et al., (1977) et Hartmann et Kester (1983), comme une
espéce capricieuse, trés difficile a enraciner et a bouturer. Ses potentiels d’enracinements
adventifs sont jugés trés faibles. Cependant, Alorda et al., (1987) ont pu, in vitro et aprés
stérilisation et traitement hormonale (IBA), enraciner des explants composés de coupes sub-
terminales de plantules &gées de 2 a 3 ans. Trois critéres semblent étres importants a en
tenir compte pour réussir I'induction d’une rhizogénése: la période du prélevement de
'explant, le type de bouture (4ge et position) et le génotype du donneur (potentiel

d’enracinement) (Batlle et Tous, 1997). Cependant, la transplantation au champ des
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boutures enracinées in vitro est problématique ; son taux de réussite est satisfaisant selon
Alorda et Medra (1988), trop faible selon Cabrita et al., (1988).

Par ailleurs, de nombreux travaux et essais, utilisant des explants juvéniles et adultes, ont
été réalisés, afin d’améliorer la micro-propagation du caroubier (Martins-Loucdo et
Rodriguez-Barrueco, 1982; Sebastian et McComb, 1986; Vinterhater et al., 1992; Belaizi et
al.,, 1994; Alorda et Medrano, 1996; Gharnit, 1997). Des tentatives d’enraciner, au
laboratoire, de coupes faites au dessus des cotylédons des plantules dgées de 2 et 12 mois,
ont été concluantes (Konaté, 2001). Aprés stérilisation et traitement hormonal (5 mg/L
d’AIB), 30% des deux types d’explants ont été enracinés (Fig. I. 5d). Pourtant, les coupes
provenant des plantules néoformées a partir de culture d’apex in vitro (Fig. I. 5 a et b) et
traitées avec 1.5mg/L d’AlB, ont enregistré 80% de rhizogénése (Fig. I. 5¢) (Konaté, 2001).
Cependant, nous ne disposons d’aucune information sur la réussite et la stabilisation des

vitroplants transférés au champ.



MS /4

1.5 mg/l AIB

Figure . 7: Micro-propagation de caroube via culture d’apex in vitro (a et b) et enracinement
de vitroplant (c) et d’expant issu de plantule de 12 mois (d).
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5. 2. Conception du verger

Dans les pays méditerranéens, la densité des arbres de caroubier dans les vergers est,
généralement, basse et variable. Elle est environ de 25 a 45 arbres/ha, espacés de 15x15m
a 20x20m (Batlle et Tous, 1997). Au Maroc, cette densité est évaluée a 15-45 arbre/ha
(Gharnit et al., 2001). Communément, ces plantations ont une conception triangulaire et sont
fréquemment inter-mélées par des oliviers, des vignes et des amandiers. Dans les vergers
modernes, I'espacement entre les arbres a été réduit afin d’intensifier la récolte (Batlle et
Tous, 1997). Actuellement, pour les vergers situés sur les sols secs et pauvres, notamment
dans le pourtour méditerranéen, la densité recommandée est de 100 et 175 arbres/ha avec

un espacement de 9x9m a 7x8m entre les arbres (Tous et Batlle, 1990).

L’arrangement des pieds pollinisateurs (males et/ou hermaphrodites) dans le verger a été
ignoré par beaucoup de planteurs, ce qui pourrait soit diminuer la production soit contribuer a
'abondance de la récolte (Sfakiotakis, 1978; Batlle et Tous, 1997). Ces pollinisateurs,
doivent, cependant, étre parsemés en modéle régulier, aux alentours et a l'intérieur du
verger. Leur proportion dans le verger dépend vraisemblablement de l'activité des insectes
et du vent, notamment durant la période de pollinisation, et aussi du pollen apte a germer
(Russo, 1954). Cette proportion varie de 4% selon Coit (1949) a 20% selon Merwin (1981).
Néanmoins, il serait suffisant de planter environ 12% d’arbres pollinisateurs, soit environ 1

pied méle pour 8 pieds femelles (Tous et Batlle, 1990).

6. RESSOURCES ET DIVERSITE GENETIQUES

6. 1. Ressource et variabilité génétique

Le caroubier a été, depuis des siécles, propagé en culture par semis et plus tard par
bouturage et greffage. Ainsi, les plantes choisies au hasard, dans les populations locales,
ont été a la base de la sélection des cultivars et I'établissement des vergers commerciaux
(Batlle et Tous 1997). De ce fait, le caroubier cultivé ne diverge pas beaucoup de son
ancétre sauvage (Zohary, 1973). Toutefois, les différents cultivars recensés actuellement
dans le monde se distinguent entre eux par leur vigueur, leur taille, leur qualité de gousses,

leur graines, leur productivité et leur résistance aux maladies (Batlle et Tous, 1997).

Cependant, des études basées sur I'analyse enzymatique (Isozymes), ont révélé de trés
faible niveau de polymorphisme entre les cultivars de différentes origines (Tous et al., 1992;
Batlle et al., 1996) et de méme origine (Barracosa et al., 1996). Ce dernier type d’analyse, a
montré une grande similarité entre les caroubiers de type sauvage et cultivé (Batlle et al.,
1996). Par contre, I'analyse cytologique et particulierement la taille du chromosome, des

caroubiers présents dans la réserve ‘Evolution Canyon d’Israel’, a révélé une large variabilité
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intra-spécifique par la présence d’individus diploides, triploides et tétraploides (Bures et al.,
2004).

Par ailleurs, les dérives génétiques et la pression sélective provoquées par le phénoméne
d’érosion génétique ont occasionné d’énormes inconvénients dans la conservation des

variétés génétiques de cette espéce (Batlle et Tous, 1997).

Les cultivars communément connus dans les vergers commerciaux sont essentiellement
composés de femelles sélectionnées et quelques pieds males et/ou hermaphrodites
éparpillés. La sélection a été traditionnellement basée sur la qualité du fruit notamment la
grandeur de la gousse, le poids de pulpe et la teneur en sucre. Sachant que la quantité de la
pulpe et le nombre de graines d’une gousse sont corrélés négativement, les planteurs se
sont plus penchés sur le critere de rendement des gousses en graines qui est actuellement

plus valable et rentable sur le plan commercial.

Tableau I. 4: Les principaux cultivars de caroubier dans le monde (Batlle et Tous, 1997)

Pays Région ou district Cultivar ou type

Espagne Tarragona, Castellon,
Barcelone, Valence, Valence,
Alicante, Majorque, Ibiza,
Murcia, Malaga

Italie Sicile, Apulia

Portugal Algarve, Alentej

Maroc Fés, Marrakech, Agadir,
Mokrisset, Bab Taza

Gréce Créte

Chypre  Toutes les iles

Turquie  Cobte méditerrannéenne, lzmir
Tunisie Tabarka, Beni-Khiar, Sfax
Israél

USA Californie

Australie Sud et Ouest australien

‘Negra’, ‘Matalafera’, ‘Duraio’, ‘Rojal’, ‘Bugadera’,
‘Costella d’Ase’, ‘Mollar, ‘Lindar’, ‘Melera’,
‘Sayalonga’, ‘Comuna’, ‘Boval, ‘Del Pom’,
‘Banyeta’, ‘Borrera’, ‘Cacha’, ‘Banya de Cabra’,
‘Casuda’

‘Gibiliana’, ‘Racemosa’, Saccarata’, ‘Amele di
Bari’

‘Mulata’, ‘Galhosa’, ‘Canela’, ‘AIDA’

‘Lanta’, ‘dkar: types sauvages non greffés’

‘Hemere’, ‘Tylliria’

Tylliria’

Type ‘sauvage’ et ‘charnu’, type ‘Sisam’

‘Sfax’

Tylliria’, ‘Sandalawi’, ‘Habati’, ,Aaronsohn nos’
‘Santa Fe’, ‘Clifford’, ‘Bolser’, ‘Grantham’

‘Bath’, ‘Irlam’, ‘Maitllan’, ‘KP-1’, Princess’,
‘Marshall no. 1’
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Les principaux cultivars de caroubier recensés a travers les différent pays du monde, ont été
consignés dans le tableau (l. 4). En Espagne, les cultivars sont caractérisés par leur haute
teneur en pulpe dans les gousses, avec un rendement moyen en graine de 8 a 10%. En
effet, les cultivars des Tles Baléares se distinguent par une grande production en graines
pouvant atteindre 16%, contrairement aux écotypes spontanés d’Andalousie ou le
rendement en graines ne dépasse pas 8% (Batlle et Tous, 1997). Au Maroc, il existe deux
cultivars, ‘lanta’ qui est le type greffé et ‘dkar’ le type sauvage et la production massive de
gousse est assurée par des populations spontanées qui ont enregistré un rendement tres
élevé en graines : 15% selon Ouchkif (1988b) et 12 a 25% selon Gharnit et al., (2001). Ces

graines sont caractérisées par des péricardes non charnues (Ouchkif, 1988b).
6. 2. Amélioration génétique

Jusqu’au aujourd’hui, la seule amélioration apportée au caroubier, a été l'oeuvre des
planteurs. Ces derniers ont sélectionné par hasard les plantes estimées prometteuses afin
de greffer les génotypes les moins fructueux. L’absence d’un programme planifié pour la
reproduction et la multiplication du caroubier serait, en grande partie, due a son importance
relativement mineure. En effet, un tel programme incluant la reproduction et le choix de la
progéniture des futures plantes, est sensiblement colteux, notamment que plus de 8 années
peuvent s’étaler du semis a la fleur, rendant le processus trés lent (Batlle et Tous, 1997).
L’'usage des marqueurs moléculaires, particuliérement pour déterminer le sexe, pourrait non
seulement accélérer la premiére sélection, mais aussi tous les processus. Cependant, le
systéme de reproduction y compris la pollinisation et I'expression du sexe sous les
contraintes écologiques, demeure non élucidé. Par ailleurs, divers clones issus des vieux
arbres qui ont, dans le temps, accumulé différentes mutations spontanées, peuvent étre
exploités pour sélectionner les meilleurs clones a des fins commerciales (Batlle et Tous,
1997).

6. 3. Quelques outils pour I’amélioration des ressources génétiques

Des réflexions critiques concernant les stratégies empiriques de I'amélioration génétique des
rendements dans les milieux a fortes contraintes, ont abouti a la proposition d’'une stratégie
globale associant des études conduites a différents niveaux d’intégration (génome, plante,
peuplement) et intégrant divers outils physiologiques, génétiques et moléculaires

(Monneveux et Depigny-This, 1995).
6. 3. 1. Polymorphisme de plante

Le polymorphisme est une caractéristique souvent étudiée en biologie. Que ce soit pour
différencier des populations d’organismes, déterminer les pathovars, cibler des populations

naturelles pour en apprécier les relations et donc les distances génétiques ou déterminer
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'écotype (Bertheau et al., 1993). Les critéres utilisés peuvent étre phénotypiques,

biochimiques (capacité a utiliser un substrat, information d’'une enzyme) ou moléculaires.
6. 3. 1. 1. Polymorphisme phénotypique

Les caractéristiques phénotypiques constituent un outil incontournable dans la classification
et la taxonomie des micro et macro organismes et continue, a nos jours, d’étre utilisée
(Stuessy, 1990). Elles servent entre autre a repérer d’éventuelle contamination ou encore

d’étiquetage ultérieur.

Les caractéres morphologiques sont trés importants et révélent de la caractérisation. lls sont
généralement quantitatifs et ont un déterminisme mono et polygénique. Toutefois, ils
peuvent étre influencés par des facteurs environnementaux et comprennent d’'une part des
mesures biométriques portant sur la plante (taille et forme des gousses, des feuilles,
longueur d’inflorescence, nombre de fleurs, etc.) et d’autre part des données qualitatives
comme la couleur des gousses, le taux de graines (Batlle et Tous, 1997; Gharnit et al.,
2004).

L’analyse de diverses données morphologiques permet d’identifier et de caractériser des
groupes de diversité et de préciser leur constitution. Cette description a été utilisée pour
caractériser les types sauvages et cultivés du caroubier (Crossa-Raynaud, 1960; Navarro,
1992; Tous et al., 1996). Elle a été, en grande partie, a la base d’identification et de sélection
des cultivars qui constituent le principal gemplasme espagnol (Tous et al., 1996; Batlle et
Tous, 1997). Par ailleurs, les traits liés a la taille d’inflorescence et au nombre de fleurs par
inflorescence, qui sont indépendants des conditions environnementales, ont servi d’outils,
dans plusieurs pays, pour caractériser et étiqueter les pieds males et femelles du caroubier
(Linskens et Scholten, 1980; Retana et al., 1994; Gharnit et al., 2004).

6. 3. 1. 1. 1. Polymorphisme agronomique

Les caractéres agronomiques, a immense intérét, sont généralement quantitatifs, a controle
oligo ou polygénique et a «manipulation» complexe. lls sont souvent soumis aux besoins et
choix commerciaux et peuvent étre regroupés en plusieurs catégories: caractere lié a la
production (précocité, rendement), vigueur de plante, qualité de fruit, résistance aux stress
biotiques (maladies et parasites) et abiotiques (stress hydrique, thermique, salinité). En effet,
en Espagne et précisément en Andalousie, les types de caroubier locaux non greffés sont
plus tolérants au froid par rapport aux cultivars greffés (Tous et al., 1995). Le caractére de la
production a été utilisé par Gharnit et al., (2001) pour distinguer 4 variétés de caroubier au
Maroc: (i) lanta type greffé a moyenne et haute régularité de production; (ii) dkar productif
type greffé ayant une production variable; (iii) dkar improductif type florissant, a fleur male,

femelle et hermaphrodite, mais qui ne produit pas de fruits; et (iv) variété stérile,
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extrémement rare et non florissante. Par ailleurs, plusieurs auteurs estiment que la
production de graines est plus importante chez les caroubiers sauvages que chez les types
cultivés (Marakis et al., 1988; Di Lorenzo, 1991; Tous et al., 1995; Gharnit et al., 2001).

6. 3. 1. 1. 2. Variabilité de la taille du génome ou polyploidie

La caryologie qui est I'étude du génome pendant la phase diploide de I'individu, permet de
distinguer les différents taxons par la taille, la forme et le nombre de leurs chromosomes,
incluant le nombre et la taille de satellite (Davis et Heywood, 1973; Stace, 1989). Le nombre
de chromosomes est normalement constant au sein d’'une espéce et la morphologie de
chaque paire chromosomique Ilui est caractéristique. Toutefois, des conditions éco-
géographiques peuvent induire des variations au niveau de la taille du génome dans une
méme espace (Bures et al., 2004). En effet, la variabilité intraspécifique liée au phénomene
de polyploidie et corrélée aux conditions écogéogrphiques, a été rapporté par certains
auteurs chez plusieurs plantes, incluant Poa annua (Grime, 1983), Dactylis glomerata
(Reeve et al., 1998), Sesleria albicans (Lysak et al., 2000) et Ceratonia siliqua (Bures et al.,
2004).

Cette étude permet d'établir un «caryotype» qui constitue une «carte didentité
chromosomique» ou caryogramme, représentation schématique du génome haploide. Elle
peut étre basée sur la technique classique d’observation de caryotype des cellules de
pointes racinaires; mais aussi sur les techniques plus récentes de banding (C ou D:
coloration chromosomique) ou d’hybridation in situ (utilisation de sonde spécifique d’ADN)
(Birkam et Kimber, 1974; Teoh et al., 1983; Shang et al., 1988). Actuellement, une nouvelle
approche rapide permettant la détermination du niveau de ploidie d’'une espéce, a été
élaborée. Il s’agit de la cytométrie en flux (CMF), basée sur la mesure de fluorescences, qui
permet I'estimation du contenu en ADN (Arumuganathan et Earle, 1991), sa répartition dans
les différentes phases du cycle cellulaire (Jayat et Ratinaud, 1993) ou simplement la

recherche du degré de ploidie (Brown et al., 1991; dans Belkadi, 2003).

Se basant sur l'utilisation de technique de cytométrie en flux (CMF), Blakesly et al., (2002)
ont mis en évidence I'existence d’'un niveau naturel de polyploidie (di, tri et tétraploide) au
sein des plantes légumineuses et en particulier chez le genre Acacia. Par ailleurs, 'usage de
la méme technique a permis a Bure$ et al., (2004) de détecter dans la réserve ‘Evolution
Canyon, Israél (ECI)’ et chez Ceratonia siliqua L., de diversité intraspécifique par I'obtention

des individus di, tri et tétraploides.
6. 3. 1. 2. Polymorphisme biochimique

Les protéines, enzymes en occurrence, restent trés informatives du fait qu’elles constituent

des produits de I'information génétique portée par ’ADN d’un individu. L’ADN, bien qu’il code
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pour un méme produit, peut porter des variations (mutations) significatives d’un individu (ou
d’'un groupe) a un autre. L’ensemble des enzymes synthétisées dans I'organisme peut étre
caractéristique pour un individu donné. L’utilisation de ces marqueurs est fréquente dans la
recherche de génotype notamment résistants a de conditions de stress. Ainsi, différentes

meéthodes sont utilisées selon les produits rechercheés.

On peut citer en premier lieu, la recherche de composés synthétisés lors d’'un stress
hydrique (Rejeb et al., 1991; Ledoigh et Courdert, 1992). De composés de métabolisme
secondaire (flavone, polyphénol, terpéne) ont été trouvés chez Triticum, Aegilops et
Ceratonia (Cooper et al., 1994; Min et Hart, 2003; Makris et Kefalas, 2004).

En second lieu, il y a des protéines possédant des propriétés amphotéres et qui peuvent étre
séparées par électrophorése sur gel. Différentes méthodes d’électrophorése sont utilisées
selon I'espéce: les protéines de réserve, les isozymes ou les empreintes protéiques (Weber
et Wirke, 1994).

Les protéines de réserve de graine (gliadines, glutenines) sont facilement séparées par
électrophorése mono-dimensionnelle sur gel de polysaccharide. Souvent polymorphes, elles
se sont avérées un moyen rapide d’identification de diverses espéces ou cultivars, en
particulier chez les plantes céréaliéres (Branlard et al., 1989; Metakostvsky et Baboer, 1992).
Une autre technique, permettant de séparer les protéines totales par électrophorése bi-
dimensionnelle aprés dénaturation, a été mise au point par O’Farell (1975). La premiere
migration s’effectue sur un gradient de pH (électrofocalisation) induisant la séparation des
protéines selon leur point isoélectrique et la seconde favorise la séparation des protéines
selon leur poids moléculaire en présence d’agents dénaturants (SDS et B-mercaptoéthanol)
(Gorg et al., 1980; Pernés, 1984). Cette derniére méthode est lourde et coliteuse d'ou
rarement utilisée pour les études de diversité; mais plutét complément des techniques
moléculaires pour cartographier des génes de structure exprimés et traduits dans un organe
donné (De Vienne et al., 1995; dans Belkadi, 2003).

Les isozymes sont 'ensemble de multiformes, d'une méme enzyme résultant génétiquement
de différences dans la structure primaire, issues de méme organisme. Les échantillons sont
déposés sur un gel d’amidon (support poreux) et grace a un tampon chimique, la migration
s’effectue sous I'action d’'un champ électrique, et les enzymes, étant chargées négativement,
vont migrer vers le pble positif. Ainsi, les différentes molécules sont séparées selon leur
charge et secondairement selon leur poids moléculaire. Ces isozymes ont les mémes
propriétés catalytiques induisant, aprés I'addition d’'un substrat spécifique naturel ou artificiel,

I'apparition d’un produit terminal coloré (visible) et insoluble (Westman et Kr