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Résumeé

Les populations de chevaux algériens Barbe, Barbe origine inconnue, Arabe-Barbe, Arabe,
Pur-sang Anglais, Le trotteur francais, le Selle Algérien et le Selle, subissent une perte
significative de variabilité génétique a cause des croisements non contrdler. Cela devrait étre
évalué avant tout programme de conservation et de gestion des races. A cet effet, des analyses
génétiques de la diversité et de la différenciation ont été effectuées sur huit populations de
chevaux de races élevés en Algérie avec 17 microsatellites. Tous les marqueurs microsatellites
étaient hautement polymorphes pour toutes les races. Un total de 170 alléles a été détecté chez
les 279 chevaux étudier. Le nombre moyen d'alleles par locus était le plus élevé chez la race
Arabe-Barbe (7,88) et le plus faible chez la race Selle (4,94). L'hétérozygotie observée variait
de 0,685 a 0,625 pour respectivement la race Barbe et la race Selle, tandis que I'hétérozygotie
attendue variait de 0,746 a 0,678 pour la race Arabe-Barbe et la race Selle Algérien
respectivement. La valeur Ho est inférieure a celle d’He ce qui probablement di au type de
gestion de la race. La diversité génétique estimer via le Fst entre les races était
significativement importante. Trois approches différentes pour évaluer les relations genétiques
ont été appliquées ; a savoir, les distances genétiques, l'analyse factorielle des
correspondances et l'analyse des bayesienne ont montré qu'une quantité significative de
variation géneétique est maintenue dans les populations de chevaux indigéenes et autochtones
Les races Selle Algérien et Selle semblent étre les plus génétiquement liées et soutiennent le

fait qu'il existe des croisements entre ces deux races.

Mots clés : Algérie, races de chevaux indigenes, microsatellites, structure génétique de la

population.



Abstract

The populations of Algerian horses Barbe, Barbe of unknown origin, Arab-Barbe, Arab, English
Thoroughbred, French trotter, Algerian Selle and Selle, undergo a significant loss of genetic
variability due to uncontrolled crossings. This should be evaluated before any breed
conservation and management program. To this end, genetic analyzes of diversity and
differentiation were carried out on eight populations of horses of breeds bred in Algeria with 17
microsatellites. All microsatellite markers were highly polymorphic for all races. A total of 170
alleles were detected in the 279 horses studied. The mean number of alleles per locus was
highest in the Arab-Beard breed (7.88) and lowest in the Selle breed (4.94). The observed
heterozygosity varied from 0.685 to 0.625 for the Beard race and the Selle race respectively,
while the expected heterozygosity varied from 0.746 to 0.678 for the Arab-Beard race and the
Algerian Selle race respectively. The Ho value is lower than He’s which is probably due to the
type of management of the breed. The genetic diversity estimated via the Fst between breeds
was significantly important. Three different approaches to assess genetic relationships have been
applied; namely, genetic distances, factorial correspondence analysis and Bayesian analysis have
shown that a significant amount of genetic variation is maintained in native and autochthonous
horse populations.The Selle Algerian and Selle breeds appear to be the most genetically related

and support the fact that there are crosses between these two breeds.

Keywords: Algeria, native horse breeds, microsatellites, genetic structure of the population.
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Introduction Générale

La biodiversité est indispensable au bien-étre et a la santé des étres humains: toutes les
sociétés et cultures de notre planéte dépendent de I'utilisation d'une nature diversifiée. Elle
représente la richesse et la différence dans les génotypes, les especes, les communautés, les
écosystemes et tous les aspects de la nature. En effet, Les ressources génétiques constituent
une valeur économique, scientifique et sociale de la diversité génétique des especes
différentes, ces ressources sont renouvelables si elles sont exploitées correctement d’une
méthode qui les conserve. La variabilité génétique d’une espéce représente son potentiel
¢volutif, qui permet notamment 1’adaptation des espéces face aux variations

environnementales ou a la résistance aux nouvelles maladies (Benhamadi et al, 2016).

Les ressources zoogénétiques en Algérie fournissent une grande variété de souches en termes
de capacité d'adaptation et de production dans leur habitat naturel. Les chevaux ne font pas
exception a cette observation. En tant que tels, ils constituent une richesse diversifiée, d'une
grande importance économique et socioculturelle. L'industrie eéquine occupe une place
particuliére dans I'histoire et I'economie nord-africaines. En Algérie, le cheval est un veéritable
acteur du developpement durable, notamment dans le domaine environnemental, et il joue un
réle particulier dans la gestion des espaces et des paysages bénéfiques pour la conservation et
le développement de la biodiversité, mais aussi dans ses relations avec 1’homme en
contribuant aux activités sportives, sociales et culturelles. Dans ce contexte, le développement
de l'élevage de chevaux nécessite une rationalisation, et donc l'utilisation de techniques
modernes de gestion des ressources genétiques des chevaux (Berber et al, 2016, Benhamadi
et al, 2018 ; 2019).

Un effectif de 200.000 chevaux représente la population équine algérienne, elle est constituee
a 90% de chevaux Barbe et Arabe Barbe (et Selle algérien). Les 10% restant se répartissent
entre chevaux Arabe, Pur-sang Anglais et Trotteur Francais (Rahal et al, 2009 et Berber et
al, 2016).

La base de données DAD-IS répertorie en 2018 deux races de chevaux élevées en Algérie :
I'Arabe-barbe et le Barbe (DAD-IS consulté en octobre 2018). Cependant I'Arabe (Elise
Rousseau, 2014), le Pur-sang Anglais et le Trotteur Francais font aussi I'objet d'élevage plus
ou moins important (Berber et al, 2016). Les deux races Arabe-barbe et le Barbe proviennent
des régions cotiéres de I'Afrique du Nord. lls sont généralement utilisés dans la fantasia
(exposition traditionnelle d'équitation au Maghreb lors de festivals culturels), ainsi que dans
les sports équestres. 1l y a environ 10 000 tétes appartenant a la race Barbe et 80 000 tétes
Arabe-Barbe (Kadri, 2006 ; Berber et al, 2016).
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En 1886, le premier stud-book algérien du cheval Barbe a été établi. Les tunisiens et les
marocains ont suivi en 1896 et 1914 respectivement (Kadri, 2006). Mais également certains
pays d’Europe amateurs de cette race : la France via I’ Association Frangaise du Cheval Barbe

(AFCB), I’Allemagne, la Belgique et la Suisse (en 2004).

L'Arabe-Barbe est la race prédominante en Algérie. Cette race est la création de la poulinieres
de Tiaret en 1877, en croisant entre les chevaux de la race Barbe et les chevaux Arabes
(Rahal, 2005). La race est élevée pour combiner la robustesse et I’endurance du Barbe, a
I’élégance et a la vitesse de I'Arabe. En plus de ces deux races autochtones, une autre race
commence & faire son apparition sur le terrain; la race Selle algérien, qui selon (Ahmed
Rayan, 2015) est le produit d'un croisement entre la race Barbe algérienne et des chevaux
lourd frangais. La race Arabe, le Pur-sang et le Trotteur francais, principalement utilisés dans
les sports équestres; épreuves de dressage et saut d'obstacles sont importées et se répartissent
inégalement sur le territoire algérien et s’adaptent bien aux régions montagneuses et territoires

arides du Nord de I'Afrique (Rahal et al, 2009, Berber et al, 2016).

Malheureusement, ces dernieres années sur le terrain les éleveurs ont commence a faire des
croisements non contrblés entre plusieurs races, ce qui a largement contribué a une pollution
génétique conduisant a une ambiguité d'identification sérieuse. Notre objectif via cette étude
est la caractérisation génétique (de 8 races) en Algérie et d'identifier génétiquement le cheval
Barbe (enregistre sur le stud-book et ceux d'origine inconnue) ainsi que le Selle algériens.
Cette ¢tude est trés importante car elle permettrait non seulement d’apporter des éléments
définissant d’une fagon actualisée et concréte ces races mais aussi de mieux les gérer sur le
plan génétique. La caractérisation génétique du cheval Barbe (enregistré et d'origine
inconnue) ainsi que le Selle algérien a pour but aussi de construire une base de donné
spécifique de ces races. Cette étape est trés importante pour ’amélioration et la préservation
de notre patrimoine génétique équin qui est en train de subir les aléas néfastes de la
consanguinité. En effet, inscrire des chevaux a titre initiale au niveau des stud-books existant

a pour effet immédiat de rétablir la variabilité génétique est donc de rétablir les performances.
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I. Généralités et présentation de I’espéce équine

Le cheval vient du mot latin (Equus caballus) est un grand mammifére de I'ordre des ongulés
et de la famille des équidés. Il est classé selon le tableau 1 .

1. Taxonomie
Classification du Cheval domestique :

Tableau 1 : Taxonomie de I’espéce équine tirée du site : http://animaux.org/cheval

domestique.htm.

Régne Animal
Embranchement Chordé vertébré
Classe Mammifere placentaire
Ordre Périssodactyle
Famille Equidé
Genre Equus
Espéce caballus

2. Origine génétique et histoire évolutive des chevaux :

Une étude génétique sur 'ADN mitochondrial (ADNmt) des équidés, effectuée sur des fossiles
vieux de 53 000 ans jusqu'aux chevaux contemporains (J. Weinstock et al, 2005), classent
tous les équidés en un seul clade (groupe descendant d'un ancétre commun) et comportant trois
especes généetiquement divergentes : Hippidion, Equus francisci et le « cheval vrai ». Ce dernier
se rencontre de I'Europe occidentale jusqu'a l'est du détroit de Béring, incluant les chevaux
préhistoriques et le cheval de Przewalski, ainsi que I'ancétre du cheval domestique, appartenant
a une seule espéce holarctique (J. Weinstock et al, 2005). Une analyse plus détaillée des
chevaux vrais les regroupe en deux clades majeurs. L'un de ces clades, qui semble limité a
I'’Amérique du Nord, est maintenant éteint. L'autre clade gagne un vaste territoire allant de
I'’Amérique du Nord a I'Europe centrale, au nord et au sud des calottes glaciaires du Pléistocene
(J. Weinstock et al, 2005).

Les chevaux montrent peu de structure phylogéographique, ce qui reflete probablement leur
degré ¢levé de mobilité et d’adaptabilité (J. Weinstock et al, 2005). Leur morphologie évolue
pour s'adapter a leur environnement : ils gagnent ou perdent en taille selon que les conditions

climatiques sont favorables ou défavorables, ont des sabots plus
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étroits si le sol est dur, le museau court si le climat est froid, des os légers si le climat est sec,
etc (Vera Eisenmann ,1997). Des conditions climatiques similaires tendent a donner des
chevaux semblables (Vera Eisenmann ,1997).

2.1 Domestication du cheval :
Le cheval fut le dernier animal (avec le dromadaire) a étre domestiqué avec succés par

I'nomme. La vigueur, la méfiance et I'agressivité des chevaux sauvages ont sans doute été
longtemps dissuasives.

Jusqu'aux années 2000, I’é¢tude de Il'origine du cheval domestique a été¢ étudiée par
synapomorphie, en comparant des fossiles et squelettes. Les progres de la génétique permettent
désormais une autre approche, le nombre de genes entre les différentes espéces d'équidés étant
variable. La différenciation entre les especes d’Equus laisse a penser que cette domestication
est récente, et qu'elle concerne un nombre restreint d'étalons pour un grand nombre de juments,
capturées a I'état sauvage afin de repeupler les élevages domestiques. Peu a peu, I'élevage
sélectif entraine une distinction des chevaux selon leur usage, la traction ou la selle, et un
accroissement de la variété des robes du cheval domestique. La domestication modifie aussi le
génome du cheval.

Longtemps, les chevaux domestiques sont supposés originaires d'un unique foyer de
domestication (Jean Guillaume, 2010).

La Mongolie est citée au xix° siécle, en raison des traditions cavaliéres trés anciennes des
Mongols, et de la présence du cheval de Przewalski. L'Orient I'est également du fait que les
plus anciennes domestications de chevres et de moutons y sont attestées, et en raison des
traditions cavalieres arabes. Avec les découvertes sur les cultures indo-européennes, de
nouvelles hypotheses s'orientent vers les Kourganes, qui emploient I'animal en 2500 av. J.-C
(Jean Guillaume, 2010). Franz Hancar attribue au cheval domestique une origine européenne,

en 1955,

Les multiples découvertes de nouveaux foyers de domestication, ainsi que les recherches
génétiques de I'Université d'Exeter et de celle de Bristol, publiées sur Science et qui montrent
la grande diversité génétique des chevaux actuels, suggérent l'existence d'au moins trois foyers
de domestication anciens (Rose-Marie Arbogast , 2002), de types ou de sous-espéces de
chevaux différentes, ou les deux. La domestication s'est vite répandue, mais d'apres Jared
Diamond, aurait pu concerner une seule culture ayant transmis ses techniques et ses méthodes
d'élevage aux autres (Gallimard, 1997). Une étude d'’ADN publiée en 2012 suggére que la

domestication
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du cheval provient de la partie occidentale des steppes eurasiennes (Vera Warmuth et al,
2012).Sur une trés longue période, les chevaux sauvages cotoient des animaux domestiqués. Les
variations de I'ADN mitochondrial déterminent ce qu'on appelle I'haplogroupe, soit un groupe
étroitement lié d'haplotypes qui partagent le méme ancétre commun. Chez les chevaux, sept
haplogroupes principaux sont reconnus (AG), L'un de ces haplotypes (Lusitanien groupe C) est
exclusif a la péninsule Ibérique, conduisant a I'nypothese que la péninsule ibérique ou I'Afrique
du Nord ont connu une domestication du cheval indépendante (Jaime Lira et al, 2010).

Origine du cheval Barbe :
Iy a plusieurs théories sur l'origine de la race Barbe. L'une dit que ce cheval descendrait d'un
groupe de chevaux sauvages qui ont survécus a l'ére glaciaire. Des docteurs en paléontologie
animale soutiennent entre 1987 et 2002 qu’il est vraisemblablement un cheval propre au nord
de I’Afrique, issu d’un cheval sauvage domestiqué qui y vivait depuis plusieurs dizaines de
milliers d’années. Le cheval Barbe serait I'une des plus anciennes races au monde. Il était
établi que le cheval était absent durant la prehistoire saharienne. Celui-ci n'aurait été introduit
qu'au Ile millénaire av. J.-C. Des recherches menées en Algérie établissent que des ossements
d'espece chevaline sont trouvés dans des gisements datant de 4 000 ans et plus. En Afrique du
Nord, le cheval fait partie intégrante de la vie de I'nomme, dans toute son histoire. Des

peintures rupestres représentant des chevaux ont été trouvées en Algérie. Le cheval Barbe est

une race autochtone du Maghreb et de I’ Afrique du Nord (Mauritanie, Maroc, Algérie, Tunisie

et Libye), dapres des études paléontologiques et des analyses d’ADN. Cette origine est
renforcée par les gravures et peintures rupestres et par les monuments qui existent sur le sol de
I’Afrique du Nord depuis la Libye jusqu’au Maroc. Ces inscriptions représentent la
domestication d’un cheval ayant les caractéristiques morphologiques du cheval Barbe actuel.
Le cheval Barbe est ¢levé depuis I’antiquité pour la chasse, la guerre, la parade et le travail. 11
est le compagnon traditionnel des nomades et des éleveurs des Atlas et des Hauts Plateaux
(Leetitia Bataille ,2008).

Les sources romaines attestent (sous le nom de cheval de Barbarie) de la présence de ces
chevaux chez les « barbares » (Berbéres). Ces animaux font l'objet d'un commerce dans tout
I'Empire romain, et gagnent de nombreux pays de la Méditerranée comme [I'ltalie et la France.
Monture des Numides, le Barbe est employé par les armées de Jules César déployées pendant la
Guerre des Gaules. Aux VIIE SIECLE et Vllle siecle, de nombreux chevaux Barbes

arrivent en Europe avec la  colonisation
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musulmane. Ces chevaux remontent les écuries royales des cours d'Europe depuis le XIVe
siécle (Leetitia Bataille, 2008).
Le Barbe a influencé de nombreuses races dans le monde comme la Pure race espagnole et son
voisin, le Lusitanien ainsi que le cheval Navarrin, le Criollo argentin et le Mustang, descendant
de chevaux Barbes et ibériques retournés a I'état sauvage. Un étalon présumé Barbe, Godolphin
Arabian, fait partie des trois étalons fondateurs de la race du pur-sang anglais. Erwin Rommel
réquisitionne de nombreux chevaux Barbes pour la campagne de Russie (Letitia Bataille,
2008).
3. Physiologie du cheval Barbe :
1 an de la vie d’un cheval = 5 ans de la vie d’un homme, la durée de la vie d’un cheval est en
moyenne de 25 ans.
3.1 Taille et poids
Le Barbe présente des variations de taille car il est plus grand et plus robuste a I’est qu’a
I’ouest de I’ Algérie. On distingue trois grands types chez la race :
e Le Barbe des plaines littorales : plus grand et mieux développé ;
e Le Barbe des montagnes : plus petit et plus sir de pied ;
e Le Barbe des Hauts-plateaux (a la limite du Sahara) : réputé pour sa frugalité.
Le cheval Barbe est de taille moyenne, toisant couramment de 1,48 m a 1,58 m au garrot.
Certains modeles tres anciens avaient été sélectionnés comme chevaux de guerre et ont éte
élevés dans ce but. Ils toisaient de 1,55 m a 1,60 m comme les chevaux des spahis. Certains
éleveurs en France tentent de retrouver ces caractéristiques et donnent par concours d'élevage
le label Royal Maure a ces Barbes un peu plus grands. Ce cheval pése entre 400 et 550 kg
(Leetitia Bataille, 2008).

3.2 Morphologie du cheval Barbe

C'est un cheval assez court et fin, un peu anguleux et pouvant manquer d'élégance « Carré » et
médioligne, sa longueur (scapulo ischiale) est égale a sa taille, I'indice corporel LT/TP est
égal a 1 (cheval carré).

La téte possede un profil rectiligne ou subconvexe, parfois moutonné, avec un front souvent
bombé. Elle est étroite, chargée en ganache et porte des naseaux effacés. Les arcades sont
elles aussi effacées, I';eil en amande est peu ouvert. Les oreilles sont droites et plutot courtes.
L'encolure est courte, recherchée épaisse, bien greffée et rouée. Le garrot est bien sculpté,
souvent noyé. L'épaule présente une inclinaison moyenne, elle est recherchée puissante et
plate, bien inclinée. La poitrine est haute, recherchée large et profonde. Le dos est court,

parfois tranchant, souvent droit et recherché solide. Le rein est court et puisant, parfois
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Iégérement voussé. La croupe est large et puissante, légerement inclinée (dite « en pupitre »).
(Leetitia Bataille, 2008).

Il posséde des canons longs qui lui donnent beaucoup d'« air sous le ventre ». Les membres
sont forts et le tour de canon doit étre supérieur a 18 cm. Les pieds sont petits, ronds et durs,
avec des talons plut6t hauts. La queue fournie est attachée bas, les crins sont abondants et

épais, parfois longs (Leetitia Bataille, 2008).
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Figure 1 : La morphologie du cheval. Tirée du site:
http://horsepassionlife.blogspot.com/2010/10/parties-du-corp-dun-cheval.html

3.3 Latempérature

La température rectale normale d'un cheval s‘échelonne entre 37,5°C pour un étalon, 37,8°C
pour une jument et 38,5°C pour un poulain. 1l peut y avoir des variations dites physiologiques
(en général de +/- 0,5°C) en cas de stress, efforts...

3.4 La fréquence cardiaque

Au repos, un cheval a une fréquence cardiaque moyenne de 32-44 battements par minute pour
un adulte et de 50 a 70 pour un poulain. C'est une moyenne qui peut varier suivant le cheval
(taille, caractere...) et suivant des facteurs externes (stress, efforts...).

3.5 La fréquence respiratoire

Au repos, un cheval a une fréguence respiratoire moyenne de 8 a 14 mouvements respiratoires

par minute. La encore, il peut y avoir des variations.
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3.6 Lesurines

Un cheval urine en moyenne 3 a 18 ml par kg de poids vif et par jour en 6 a 8 fois. Les
variations sont influencées par le format de I'animal et par les conditions climatiques.

3.7 Sens du cheval :

Le cheval dispose de cing sens mais certains parlent méme d'un sixieme sens. Dans la nature,
la survie du cheval dépend de ses sens. La vue et I’ouie ’avertissent des dangers, le toucher et
le godt lui permettent de distinguer les bons sens et les mauvais aliments. La domestication a
attenué les réactions des chevaux a certaines perceptions : ils ne se sauvent pas, par exemple,
chaque fois qu’ils voient une automobile, mais leurs sens ont gardé leur acuité d’origine.
Quand un cheval réagit a quelque chose, que nous n’avons pas percu, nous I’attribuons a son
« sixieme sens ». 1 ne le fait qu’en exploitant simultanément des informations percues par ses
sens trés aigueés.

3.8 Alimentation:

Les équides peuvent consommer environ 2 a 2,5 % de leur poids en nourriture séche chaque
jour. Ainsi, un cheval adulte de 450 kg pourrait mangerll kg de nourriture. Les poulains de
moins de six mois consomment, eux, I'équivalent de 2 a 4 % de leur poids chaque jour (Horse
Nutrition - Feeding factors, 2013).

Les aliments solides sont divisés en trois catégories : les fourrages (comme le foin et I'nerbe),
les concentrés, céréales ou granulés, et les suppléments, comme les granulés de vitamines
et/ou de minéraux. Les nutritionnistes équins recommandent qu'au moins 50 % de la nourriture
quotidienne de l'animal soient composés de fourrage. Si un cheval est au travail et demande
alors davantage d'apports énergétiques, la quantité de céréales croit et celle du fourrage
diminue de maniére a adapter la nourriture du cheval au travail qu'il fournit. Cependant, la
quantité de fourrage consommée par le cheval ne devrait pas se situer en dessous de
I'équivalent de 1 % de son poids corporel par jour (Hall, Marvin H. and Particia M.
Comerford, 1992).

Les chevaux d'écurie mangent des céréales comme l'avoine, l'orge et parfois le mais, des
aliments composés industriels comme les granulés et des fourrages, c'est a dire du foin, de la
luzerne ou de la paille. Les chevaux en paturage se nourrissent d'herbe composée de 70 % de

graminées, 20 % de légumineuses et 10 % de diverses plantes.

Les chevaux boivent environ 20 a 40 litres d'eau par jour et jusqu'a deux fois plus en été ou

pour les chevaux lourds.

3.9 Reproduction
Le cheval est un ongulé de la famille des équidés et un herbivore monogastrique. C’est un

animal aujourd’hui domestiqué et dont 1’élevage est géré par ’homme. Pour pouvoir utiliser
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Ce mammifére a la gestation tres longue (11mois) et pour pouvoir I’élever correctement, il a
fallu connaitre les bases de sa reproduction. Chez le cheval, I’instinct sexuel se manifeste dés
I’age de lan. La puberté est atteinte a 2ans mais une jument ne peut porter correctement de
poulains qu’a partir de 3ans. La vie sexuelle des équidés est trés longue et le cheval pourrait
quasiment se reproduire toute 1’année. Mais comme la plupart des mammiféres non
hominidés, la reproduction présente un aspect trés particulier, comportemental et saisonnier.
Le comportement sexuel est lié a une activité hormonale précise. Ce comportement s’exprime
en liberté lorsqu’on assiste a une reproduction naturelle, ou bien est géré par ’homme pour
une optimisation de I’efficacité. La domestication a entrainé beaucoup de changements dans
la reproduction des équidés, et on peut distinguer aujourd’hui plusieurs types de monte dont
certains peuvent étre associés a la race. (Pauline Agoutin, 2004).
On peut donc distinguer 4 types de monte ou techniques de monte :

« Lareproduction en main : C’est la technique la plus utilisee. Quand la jument est sur

le point d’ovuler, on ’améne a I’étalon et on contrle que I’accouplement a bien eu

lieu.).

« L’Insémination Artificielle (I4) . (Cette technique permet aux éleveurs de disposer

facilement d'un large choix de géniteurs males pour leurs poulinieres).

« La reproduction en liberté : (Dans ce cas, on laisse 1’étalon avec un troupeau de
juments. La détection des chaleurs par 1’étalon et les saillies sont répétées au cours

d’une méme chaleur. Cela en fait une méthode plutét efficace.).

« Les autres techniques de monte : (La recherche équine a développée de nouvelles
techniques. La plus répandue est la transplantation embryonnaire. Cette technique trés
colteuse est pratiquée sous certaines conditions et dans certaines races pour les

juments a trés haut potentiel génétique.).

3.10 Locomotion et allures :

Pour se déplacer, le cheval mobilise ses membres dans un certain ordre qui permet de
caractériser les allures, c'est-a-dire les différentes facons de se déplacer. Les allures sont
classées en trois catégories :

-allures naturelles : exécutées d'instinct par le cheval et dont font partie notamment le pas, le
trot, le galop, ’amble, le reculer et le saut ;

-allures artificielles : Les allures artificielles sont des allures apprises au cheval par le biais
du dressage. Elles sont en général trés visuelles, trés spectaculaires, et demandent un effort
musculaire important de la part du cheval. Comme le passage, issu du trot, le pas d'école, le

pas espagnol, Le piaffer, Le tolt, Le galop terre-a-terre, Les airsrelevés.
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-allures défectueuses : qui resultent d'une douleur ou d'une mauvaise utilisation du cheval,
comme l'aubin du devant (trot des postérieurs et galop des antérieurs), lI'aubin du derriere (trot
des antérieurs et galop des postérieurs), le traquenard (trot décousu ou désuni par dissociation
des bipédes diagonaux), le galop désuni (galop a droite des postérieurs et galop a gauche des
antérieurs, ou vice-versa) et le galop a quatre temps, galop lent qui dissocie le bipéde
diagonal.

Outre les allures, il existe des mouvements naturels comme les mouvements de défense ou
d'attaque : la ruade et le cabrer.

Les mouvements sur place sont des mouvements d'école comme le piaffer qui est un trot sur

place, la courbette ou le cheval se cabre et la croupade ou le cheval rue.

Les irrégularités d’allure:

A la différence des allures défectueuses on constate parfois des irrégularités d’allure, c’est a
dire des défauts qui ne modifient en rien I’allure en elle-méme mais sont de légers défauts qui

peuvent nuire a la performance du cheval dans I’allure.

Le pas : est une allure a quatre temps. C’est I’allure la plus lente du cheval. Le corps est
toujours appuyé sur trois de ses membres, un seul a la fois étant soulevé.
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Le trot : L’allure est sautée, en diagonale et en deux temps. Les membres diagonaux se
déplacent de fagcon symétrique, assurant I'équilibre.
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Le galop : est une allure sautée, dissymétrique, a 3 temps suivis d'une phase de projection.

Figure 2 : Les différentes allures naturelles du cheval .tirée du site :
https://www.heppique.fr/notions-sur-les-allures-du-cheval/

4. Thérapie équine :

Au cours des millénaires, le cheval joua de multiples roles (économique, social). Cet animal
connait, depuis quelques décennies, dans certains pays, une importance comme animal de
loisirs. Cette importance s’est accrue en raison de I’implication du cheval dans le domaine de
la santé. En effet, nombreux de ses produits entrent dans la composition des médicaments
utilisés en medecine humaine et véterinaire. Cette opportunité a été mise a profit par
I’industrie bio-pharmaceutique permettant ainsi la valorisation des propriétés thérapeutiques

qu’ont certains produits equins.

Cette utilisation des chevaux est mise a profit dans l'industrie bio pharmaceutique et les
instituts de recherche, permettant ainsi la valorisation des propriétés thérapeutiques qu'ont
certains produits équins. On peut citer l'utilisation de sérums d'origine équine, du lait de
jument et d’hormones extraites d'urine de juments gestantes, dans la fabrication d'une grande

variété de médicaments biologiques.

Ces applications ne sont pas toujours appréhendées surtout dans nos pays. Ainsi, les serums
thérapeutiques sont les médicaments biologiques d'origine équine les plus connus. lls se
présentent généralement sous forme de solutions, ayant pour principe actif soit les
immunoglobulines G (IgG), soit leurs fragments bivalents F (ab") 2 ou simplement leurs

fragments F (ab) (Salwa et al, 2003). Les formes les plus connues sont :

« Les sérums antivenimeux (SAV),

Les sérums antirabiques,
« les sérums antitétaniques,

« les sérums antidiphtériques (Klasset, 2006).
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Le lait de jument contient les mémes constituants de base que celui de toutes les espéces de
mammiferes, mais se différencie nettement de celui des autres herbivores domestiques
exploités pour leur production laitiere (bovins, ovins, caprins) par des teneurs en matiére
azotée et en lipides plus faibles et surtout de qualité trés différente. De par sa teneur en lactose
élevée, il s'apparente beaucoup au lait de femme et, a ce titre, il a souvent été employé comme
substitut du lait de femme. (Klasset, 2006). Le réle thérapeutique du lait de jument serait dd,
d'une part a une activité antibiotique, d'autre part a sa richesse en acides gras poly-insaturés
qui agiraient défavorablement dans le métabolisme du cholestérol et favoriseraient ainsi la
synthése des prostaglandines. Ce r6le est mis a profit dans les soins de la peau, le traitement
des maladies digestives, cardiaques, pulmonaires et diabétiques. En France, le lait de jument
est prescrit sous trois formes (Klasset, 2006) :

e Liquide cryo-précipité: lait congelé en pack de 250 ml pour cure d'un a deux mois.

e Poudre lyophilisée: boite pour cure d'un a deux mois a raison de 125 ou 250 ml

par jour.
e Gélules vegétales: lait en poudre lyophilisée et compactée.

5. Classification et notion de race :

Aujourd’hui, les chevaux sont classés selon la race: Plusieurs hypothéses s'affrontent a propos
de l'origine du cheval domestique et de ses multiples races. Au Pléistocéne il y a 1 million
d'années, sous l'influence de la sélection naturelle (adaptation a l'environnement) et de
I'élevage sélectif par I'nomme, certains traits tels que la rapidité, la capacité de portage ou
encore la capacité a tracter de lourdes charges, ont été privilégiés (Houpt et Willis, 2001).
L’espece du cheval s'est divisée en plusieurs centaines de races que l'on trouve réparties sur
tous les continents, on pouvait différencier quatre grands types de chevaux sauvages (Helen
Briggs, 2002).

« Le Tarpan, un petit animal robuste qui eut pour descendants les poneys celtes puis les

Poneys gallois, Exmoors et Fells entre autres.

« Le cheval norvégien, un animal lourd des régions subalpines qui aurait eu pour

descendants le poney Fjord et le Noriker.

« Un cheval d'Asie centrale qui aurait eu pour descendants le Sorraia, le Karabakh et les

chevaux Turkménes comme I'Akhal-Teke.

« Un poney d'Asie occidentale a la morphologie de cheval miniature, qui aurait donné le

poney Caspien et le cheval Arabe.
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Le classement de ces races est établi par la Fédération équestre internationale qui en
distingue trois grands types : le cheval de selle destiné a étre monté, le cheval de trait destiné a
la traction, et le poney, défini comme un cheval de moins d'1,48 m de haut bien que des
exceptions existent. Cette liste comprend également les termes utilisés pour décrire des «
types » de chevaux qui ne sont pas considérés comme des races, bien que souvent confondus
avec ces dernieres. Une race est généralement définie comme une population viable
d'animaux issus d'une méme lignée, et caractérisés par des morphologies et des aptitudes
similaires. Dans la plupart des cas, les races de chevaux sont enregistrées dans des registres
d'élevage. Cependant, chez les chevaux, le concept de race est plus souple que pour la
majorité des autres animaux domestiques, des livres généalogiques peuvent étre créés pour
des types de chevaux relativement nouveaux. Ces registres sont considérés comme l'autorité
pour savoir si une race est considérée comme « cheval » ou « poney ». On distingue aussi un

certain nombre de races de couleur, de races de sport, et de races d'allures.

Depuis les études géenétiques, des groupes de races ont pu étre définis en fonction de la
distance génétique qui les sépare. Ainsi, il est fréquent de classer tous les chevaux de sport
issus des demi-sang (dits « Warmblood »), trés imprégnés de sang de Pur-sang, dans le méme
groupe (Poncet, 2009). Au classement établi par la Fédération équestre internationale, il

convient aussi d'ajouter deux notions :

e Cheval a sang chaud désigne les animaux vifs et proches du sang (Pur-sang anglais et
Pur-sang arabe). lls sont généralement utilisés pour la compétition sportive.
e Cheval a sang froid pour les animaux calmes, plut6t destinés a la randonnée et aux

loisirs.

La classification des races chevalines est sujette a débat car d'autres critéres peuvent étre pris
en compte. Certains poneys comme le Shetland présentent les attributs du nanisme : une
grosse téte, des membres courts et un gros tour de taille. D'autres ressemblent a des chevaux
en miniatures, comme le Falabella. Certaines races de chevaux autochtones, comme le
Meérens, le Fjord et le Haflinger, sont parfois classés comme cheval de selle et parfois classés
poneys, voir comme cheval de trait. Le refus de la classification comme poney peut avoir des
bases culturelles, c'est le cas chez les éleveurs de chevaux Camarguais et d'Islandais. La

classification des chevaux en devient particulierement problématique.
7. Le génome équin :

Une meilleure connaissance des mécanismes de  la génétique peut —elle aider les éleveurs a
produire des chevaux de meilleure qualité ? La question mérite d’étre posée, la réponse

dépend du caractere concerné, en particulier de son héritabilité. Cette héritabilité chiffre
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globalement les parts respectives des génes et du milieu dans I’expression des performances.

Pour la plupart des disciplines équestres.

Rothfels et al, (1959) ont établi le nombre de chromosome diploide du cheval domestique

(2n=64) qui dans la figure 3.

L’aventure « génomique » commence chez le cheval il y a une 26 d’années (Octobre 1995)
avec la mise au point des premieres cartes génétiques équines par le First International Equine
Gene Mapping Workshop (Premier Atelier International de Cartographie Génétique Equine),
au sein du Horse Génome Project (H.G.P.) regroupant généticiens et cliniciens vétérinaires de
22 laboratoires répartis dans 12 pays.

Les cartes de premiére génération du génome équin, composées de 733 marqueurs
polymorphes répartis aléatoirement, ont été bient6t accompagnées de cartes de deuxieme
génération, composées de 4104 marqueurs. Ces cartes offraient les ressources initiales

nécessaires pour assembler toute la séquence genomique de notre animal préferé.

La premiere séquence génomique du cheval domestique est publiée en Novembre 2009 suite
au travail collaboratif de la communauté mondiale de chercheurs équins qui a été construite
a partir de P’ADN d’une jument pur-sang nommée Twilight, présentant un niveau élevé
d’homozygotie de son Complexe Majeur d’Histocompatibilit¢ (C.M.H., région de haute
diversité genétique impliquée dans le systeme immunitaire, en général difficile a assembler)

comparé aux autres chevaux candidats. (Wade et al, 2009).

La séquence génomique équine a été estimée a cette occasion a une longueur de 1’ordre de
2,7 Gb, avec 32 paires de chromosomes séquencée (31 paires d’autosomes et les
chromosomes sexuels, soit une formule génétique de 2n = 64 pour une cellule diploide de
cheval domestique), 20 322 génes ont été annotés, pour des protéines dont environ 17 000
sont similaires aux génes de I’homme, de la souris et du chien (Jussiau et al, 2013). Et un
taux de polymorphisme global de 1/1000 pb a été déterminé. Et avec une grande similarité
avec le génome humain qui représente 17 des 32 chromosomes équins sont identiques a un

chromosome humain (Jussiau et al, 2013).

Le séquencage du génome équin et les avancées consécutives dans le domaine de la
génomique équine ont mené a des progrés consequents dans le développement d’outils visant
a cartographier des caractéres et des maladies et a évaluer ’expression génétique et la
sélection des caractéres intéressante recherche par les éleveurs. Ce qui va améliorer La qualité

de I’élevage équin.
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Figure 3. Caryotype d’un étalon obtenu par la méthode des banding G (Cribiu et al, 1998).

1. La filiere équine en Algérie et systéeme d’élevage

Le cheval constitue un élément incontournable de I’histoire et de la culture algérienne. De par
sa diversité et sa complexité, la filiere équine constituée un facteur remarquable d’utilisation
et de développement durable. En effet, de nombreux secteurs sont concernés et les structures
s'averent multiples et hétérogenes. La filiere équine se distingue ainsi des autres productions

animales par des débouchés non alimentaires : loisirs, compétition, équitation, spectacle.

1. Historique du cheval en Algérie

L'Algérie est un pays équestre avec une longue tradition ancestrale. Ce cheval joue différents
réles, des compagnons humains aux vrais athlétes de la tribu berbére des Syphax, Jugurtha et

Massinissa, aux épopées d’Emir Abdelkader, El Mokrani et Bouamama.
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L'apparition des chevaux en Algérie remonte a la période préhistorique du quatrieme
millénaire (Alimen, 1955), comme en témoignent les vestiges archéologiques, les dessins
rupestres et les mosaiques montrant des chevaux avec une structure et un type similaires au
cheval Barbe d'aujourd'hui. Grace aux fouilles archéologiques menées en Algérie, nous avons
pu identifier des restes osseux de l'espéce Equus algericus (Figure 4 et 5), situés au sud-est de
Tiaret et a Hydra autour d'Alger et a Tlemcen. (Chaid-Saoudi, 1988).

Fguwns algericus

Zd

Figure 4 : Restes osseux de I'espece Equus algericus situés au Sud Est de Tiaret et a Hydra
(Chaid-Saoudi Y, 1988).

Figure 5 : Equus africanus, lac Karar, Algérie, (Pléistocéne moyen, Tlemcen, Algérie) (Sam.
Y, 2018).
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2. Effectif équin et son évolution en Algérie

La filiére équine a également connu un développement considérable ces dernieres années en
nombre de chevaux existants, en nombre d'éleveurs et de cavaliers. 1l y a plus de 256000
chevaux en Algérie (selon les derniers recensements de Ministére algérien de I'agriculture
en 2012).

Ces données obtenues ne refletent que partiellement la réalité d'aujourd'hui car de nombreux
chevaux ont échappé a ce recensement. L'Algérie est Par conséquent, en termes de main-
d'ceuvre, elle est la deuxiéme apres la Tunisie parmi les pays du Maghreb. Les chevaux
(Rahal et al, 2009 ; Benhamadi et al, 2016).
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Figure 6 : Schéma d’évolution de 1’élevage équin en Algérie (source : Ministere Algérien
de PAgriculture 2012).

3. Reépartition géographique de I’élevage équin

La répartition de la population de chevaux concerne différentes régions d'Algérie, Les trois
quarts de la population active sont principalement répartis dans les régions du haut plateau,
comme les Wilayas de Tiaret, Laghouat, Djelfa, mascara, Skikda, Saida et EIl-Bayadh
(Figure 7).
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Figure 7 : Aire de répartition de 1’élevage équin dans le territoire Algérien (Source:
ONDEEC, 2005).

4. Les races équines en Algérie :

Les équides occupent une place privilégiée dans la vie et I'imaginaire de la population rurale
d'Algérie. Ces animaux appartiennent a la classe des mammiferes, a la famille des équideés et
au genre Eqqus. En Algérie, ils sont représentés par deux especes: Eqqus asinus (ane

domestique) et Eqqus cabalus (cheval).

La population locales équine algérienne est représentée par une cing races et de plusieurs
croisements : race Barbe, Arabe-Barbe, Pur-sang Arabe, Pur-sang Anglais et le Trotter
Francais et un séisme race a la voie de caractérisation « le selle algérien ». La conservation de
ces populations est relativement bonne mais reste, compte tenu de la faiblesse de la taille des

populations, menacée par les effets de la consanguinite.
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4.1 Races autochtones :

4.1.1 Race Barbe :

Figure 8 : Rohil étalon Barbe du Haras National Chaouchaoua fils du grand Bourbaki
champion du monde 1986 a Paris pére des étalons en Europe Ghafel, Lasnami et joudrane.
tirée de site :http://djelfosahraa.e-monsite.com/pages/les-etalons-barbes-et-arabes-
barbes.html.

Le cheval Barbe (Figure 8) est originaire du Maghreb. Au debut, il a été appelé un barbare et
que Ce n'est qu'en 1534 que le nom Barbe apparait (Roux, 1987). C'est un cheval polyvalent,
docile et durable, il s'adapte également facilement aux différents climats aussi mieux dans les
pays berceau de la race (Algérie, Maroc, Tunisie et Libye) que dans les pays ou elle était
exportée depuis longtemps vers I'Europe et I'Afrique subsaharienne (Rahal et al, 2009). Le
Barbe est un cheval équestre traditionnel par excellence (fantaisie). Il stimule actuellement,
I'intérét pour les clubs équestres et les courses de longue distance a I'échelle internationale,

comme Haouza Larzac, championne des rallyes L'Europe en 2003.

La population Barbe de I'Algérie est d'environ 10000 tétes auxquelles nous pouvons ajouter
environ 90000 tétes Barbe-arabe avec moins de 25% de sang arabe dans le plus grand nombre
(Kadri, 2006). Cependant, il n'y a pas toujours de distinction entre « pur » et « présumés »,
facile a faire sur le plan phénotypique. En effet, la majorité de cette population est constituée
d’individus non enregistrées au stud-book Barbe et dont les caractéristiques ne reposent que
sur quelques aspects morphologiques, "a l'ceil" pour les connaisseurs. Le standard officiel de

la race Barbe créé par 1'Organisation mondiale du cheval Barbe (OMCB) a Alger en juin
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1987 (Organisation mondiale du cheval Barbe, 1989; El-Kohen, 2006), définit le Barbe
morphologiquement comme une race eumetrique et médioligne dont les principaux caracteres
sont: une taille moyenne de 1,55 m (1,50 m-1,60 m) ; une longueur scapulo-ischiale
sensiblement égale a la taille avec un indice corporel de profil égal a 1 (cheval carré) ; une
téte assez forte, chargée en ganache avec des naseaux effacés ; un profil céphalique convexe
Iégérement busqué ; une encolure bien greffée, rouée, épaisse et courte ; un garrot bien édifié
et fortement marqué ; une poitrine large et haute avec un périmétre thoracique d’au minimum
1,70 m ; un dos tendu et tranchant avec un rein court, puissant et parfois voussé ; une croupe
en pupitre avec une queue attachée bas ; un tour de canon minimum de 18 cm et une robe
essentiellement grise, baie, alezane avec des crins abondants et épais (Organisation
mondiale du Cheval Barbe, 1989 ; Tamzali, 1989 ; Chabchoub, 1998).

4.1.2 Race Arabe-Barbe :

Figure 9 : Hided étalon arabe Barbe du Haras National Chaouchaoua.Tirée du site :

http://djelfosahraa.e-monsite.com/pages/les-etalons-barbes-et-arabes-barbes.html

L'Arabe-Barbe, création de la Jumenterie de Tiaret (fondée en 1877), d'abord dédiée a élevage
de races arabe et Barbe, est la race dominante en Algérie (Benabdelmoumene, 2003 ; Kadri,
2006; Benhamadi et al, 2016).

La race Arabe se différencie du Barbe en étant plus léger, présentant plus de sécheresse et de
finesse, une encolure plus allongée et peu épaisse, un profil de la téte rectiligne ou concave,
une queue courte et attachée haut et une croupe plus horizontale (Gaudois, 1989 ; Haras

nationaux francgais, 2010). 15 Le nombre de produits Arabe-Barbes purs, inscrits au stud-
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book algérien du cheval Barbe, nés entre 1993 et 2004, est de 3379 selon les données de
1’Office national du Développement de I’Elevage équins et camelins (ONDEEC) (Rahal et al,
2009).

4.1.3 Race Selle Algérien

C’est une nouvelle identification nommée race « selle algérien » mais qui n’est pas encore
reconnue comme telle vu I’absence de données ethniques. C’est le produit d'un croisement

entre la race algérienne Barbe et les chevaux lourds francais (Rayan, 2015).
4.2 Races induites : (importées et élevées depuis plusieurs décennies en Algérie).

En plus de ces trois races locales, il existe également des chevaux pur-sang et pur-sang arabes,
Anglais et Trotteur Francais utilisés principalement dans le monde du sport équestre,
représentés par les courses de chevaux, concours de saut d'obstacles et rallyes d'endurance.
Ces races importées et élevées depuis plusieurs décennies sont inégalement réparties sur le
territoire Algérien et mieux adaptées aux reliefs montagneux et secs des régions d'Afrique du
Nord. (Rahal et al, 2009 ; Benhamadi et al, 2016).

4.2.1 Race Pur-sang Arabe :

Figure 10 : Etalon Arabe Tirée du site: https://www.pinterest.fr/pin/387591111666444485/
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Le cheval Pur-sang Arabe est 1’'une des plus anciennes races pures connues (Figure 10). C'est
un cheval d'une civilisation du désert sévére, sélectionné dans les pays du Moyen-Orient pour
des criteres : de flexibilité, de service, de résistance, de légereté et, surtout, de beauté. Le
cheval arabe était utilisé pendant des siécles pour améliorer d'autres races a travers le monde.
A été introduit en Algérie depuis le 7eme siecle, avec les conquétes islamiques. Puis un
spoiler frangais, en 1877 a créé une Haras a Tiaret "Jumenterie de Chauchaoua™ pour produire
des chevaux destinés pour le service militaire. Qui produira avec thémes apportés d'Orient
(Syrie, Egypte ...), des lignes mondialement connues. Dés L’indépendance de 1’Algérie
jusqu’aux années 1980 I’importation des étalons et poulinieres suédoise, britannique et

polonaise a diversifié les modéles et les origines de la race.

Ce n'est qu'en 1983 que la situation de cette race a connu un revirement qui est dd aux retours
de courses a I'hippodrome de Caroubier (Alger) et a Oran. Ces courses étaient a l'origine
alimentées par des chevaux arabes multifonctionnels nés et élevés en Algérie, notamment
grace a l'élevage de Tiaret, qui a été le seul a introduire plus de 700 coursiers dans les
hippodromes.

La race pur-sang arabe a un stud-book et I'Algérie est un membre actif du monde Arabian
Horse Organization (WAHO) avec 57 pays membres. Le cheval arabe est de taille petite (1,48
a 1,56 m en moyenne au garrot), en general de robe alezane, baie ou grise. C’est un cheval
avec une poitrine large, une croupe harmonieuse, une queue courte et attachée haut, avec des
membres tres maigres. Il y a des marques sur la téte qui confirment la noblesse de la race,
front large, son profil rectiligne ou concave, ses oreilles courtes, bien définies et mobiles,
yeux grands, expressifs et doux, narines tres ouvertes et finement dessinées, ganaches

dressées, levre inférieure courte et petite.

En Algérie, le nombre de chevaux est estimé a 1000 chevaux, dont 90% proviennent de Haras
d'Etat Chaouchaoua de Tiaret (Rahal et al, 2009). Aujourd'hui, cette race brille dans de
nombreuses disciplines sportives (endurance, course, compétitions, dressage et saut

d'obstacles).
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4.2.2 Race Pur-sang Anglais :

Figure 11 : Cheval Pur-sang Anglais. Tirée du Site :
https://www.pinterest.fr/pin/795026140439497917/

Au 18éme siecle, la passion anglaise pour le sport conduit a la création d'une nouvelle
catégorie de chevaux. Les juments nationales les plus rapides sont croisées avec des étalons
orientaux (Figurell).

En 1535, Henri VIII a publié un décret interdisant la production de chevaux de moins de 150
cm. L'origine de tous les étalons sont trois étalons (deux chevaux arabes et un Barbe) les pur-
sang actuels Darley Arabian, Byerley Turk et Godolphin Barb (Rahal et al, 2009).

La race a été introduite en Algérie au 19éme siecle. Seulement sélectionné sur sa capacité a
accélérer, ce cheval rapide et nerveux. Sa physionomie est proche du celle du la race arabe,
mais plus long et plus fort. L'effectif actuel est d'environ 500 individus (Rahal et al, 2009), et
la production est exclusivement réservée aux courses de chevaux. Bien qu'il n'y ait pas de
standard, le pur-sang est un cheval longiligne de grande taille en moyenne 1,65 m au garrot,
ce qui donne une impression d'ensemble tres harmonieuse Athlétique. Le profil est plutdt
droit, le front est large et la téte est distincte. Le bras est long et oblique, permettant
I'amplitude appropriée des pas de galop. Le coffre est la large, profond, pointu, dos droit,
croupe horizontale et longue, avant-bras barriques longues et courtes. La couleur la plus

courante est la baie; alésan et gris étre également présent.

La région d'élevage de pur-sang en Algérie est Laghouat par excellence et un moindre degré a

Blida (jument Chebli). Les naissances sont enregistrées dans d'autres régions, en particulier
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par les propriétaires de chevaux de course (piste de course Zemmouri, Oran, Msila, Djelfa)
(Rahal et al, 2009).

4.2.3 Race Trotteur Francgais :

e )
CSIVEL s o
bk AT B

Figure 12 : Cheval Trotteur Francais. Tirée du site : https://www.didierlouis.fr/chevaux-de-

course/kiwi/

L'introduction de cette espece en Algérie remonte au 19eme siécle. Les effectifs actuelle est
Environ 500 tétes (Rahal et al, 2009), la production n'est utilisée que pour course. Provient
d'un pur-sang anglais croisé avec un coursier normand. C'est maintenant une race compléte,

avec un stud-book semi-ouvert (Rahal et al, 2009).

Quelques caractéristiques de cette race: téte droite, épaules droites, Devient plus incling,
permettant un geste de coup droit plus large et une hauteur moyenne. C'est un cheval trés

compact. La robe est généralement constituée de baies ou alezanes.

Les chevaux de cette race, considérés comme impropres a la course, sont souvent orientés
vers la discipline du trot attelé, sur la piste de Zemmouri, et bientét a Oran (Figure 12)
Cependant, les trotteurs peuvent également étre trouvés dans les clubs hippiques. Que pour les

propriétaires de chevaux fantasia qui apprécient un modele plus lourd montrer leschevaux.

5. Caractérisation des élevages de chevaux :

L'élevage de chevaux comprend les juments et / ou les étalons la reproduction. En Algérie,
I’élevage équestre est tres petit, sauf Juments de Tiaret, Chebli et EI Karma, et quelques
propriéetaires privés. Plus Dans la plupart des régions, de la moitié des fermes a plus de 2
juments par an. Une 3 a 5 jument sont saillies chaque année, soit 32%, et seulement 6
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chevaux ou plus représentant 12% Juments saillies chaque année (ONDEEC, 2012) (Figure
13). Le chemin d'élevage dépend du type de cheval, mais Les méthodes d'élevage seront
différentes selon la race, mais les bases du métier sont la méme chose: alimentation,

reproduction et santé animale.

M >2 juments

M 33asS juments

6 juments
et plus

Figure 13 : Pourcentage de nombre de juments saillies par élevage (source: ONDEEC,
2012).

La filiére équine a connu un développement important ces derniéres années, tant au niveau du
nombre de chevaux présents sur le territoire du pays que du nombre d'éleveurs et de
pratiquants (plus de 30% des licenciés en 2006-2011). Alors En général, il existe trois types

d'éleveurs dans le secteur équin (Figure 14):

-Un agriculteur engagé dans des activites non professionnelles liées au cheval: se
considéerent comme des éleveurs, mais pas en tant que professionnels en élevage équin, ont
des petites structures et essaye de produire au moins un poulain chaque année. L'élevage est
une activité temporaire lente. Ils ne recherchent pas vraiment la rentabilité, l'argent investi
provient d'autres sources. Leur production est destinée a un usage personnel, mais aussi a la

vente.

- Agriculteurs spécialisés dans les chevaux: ils ont des structures importantes. Leur la
production est réguliere. Ils produisent des chevaux de course ou de sport amateurs, mais
traitent I'élevage de chevaux comme une activité secondaire qu'ils font par passion, a cété de

son activité principale.

-Non agriculteurs professionnels du cheval : ils ont plus de quatre juments avec une
production annuelle réguliere. Ils voient I'élevage de chevaux comme une vraie activité

professionnelle avec une recherche de rentabilité économique. Ils produisent avant tout, des
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chevaux d'endurance, mais aussi du concours complet et du saut d'obstacles. lls sont orientés
vers plusieurs races adaptées aux disciplines ciblées, ils recherchent de la valeur ajoutée, par
la couleur de la robe, course ou performance athlétique. Multiple Stratégies de reproduction

existent. Le contrdle des aliments et de la santé est assuré par un vétérinaire spécialisé.

Non agriculteur,
professionnel du cheval
10%
Agriculteur avec activité
non professionnelle lié
au cheval

50 %

Agriculteur specialisé
cheval
35%

Figure 14 : Les différents types des éleveurs équins en Algeérie (source: ONDEEC, 2012).
6. Organisation de la filiere équine

La forte réduction de I’effectif équin, incitera le gouvernement algérien a réagir, qui sera
adoptée en 1986, un dossier sur la "Réorganisation du département des chevaux". Ce dossier,
raisonnable dans sa conception, visait a la préservation et au développement des races

équines, merci ressources qu’ils contribuent a créer. De cette fagon les structures Suivantes:
6.1 Office National du Développement des Elevages Equins et camelins

L'ONDEEC est responsable de la préservation, du développement, de la promotion et
I'encouragement, des races équines, ainsi que la tenue de livres généalogiques (Stud book). Il
gére l'administration publique de monte et sert de support technique aux unités d'élevage.
Pour ce faire, il bénéficie de 9% du montant total des mises de Pari Mutuel Urbain (Berber
N,2016)
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6.2 Sociéte des Courses Hippiques et du Pari Mutuel (SCHPMU)

Elle est responsable de Il'organisation des courses de chevaux, de la collecte des paris et
redistribution des ressources financiéres induite, sur la base de l'arrété interministériel du 5
Septembre 1989, fixant le taux et désignant les bénéficiaires des retraits a effectuer le les défis
de Pari Mutuel Urbain (PMU). Pour cela, elle s'appuie sur les hippodromes nationaux et les
agences de P.M.U diffusées dans les grandes wilayas du pays. Elle pergoit 10 % des enjeux de
masse pour son travail (Berber N,2016).

6.3 Organisation Mondiale du Cheval Barbe (OMCB)

Organisation non gouvernementale OMCB est chargée de la coordination des associations
d’éleveurs algériens, détenteurs des livres généalogiques (Stud books), de 1'établissement du
standard de la race, et les réglements relatifs a la reproduction de la race Barbe et de ses
dérivés. Son siége est a Alger. Il compte actuellement huit pays membres (Algérie, Maroc,
Tunisie, France, Allemagne, Belgique, Suisse et Luxembourg) (Berber N, 2016).

6.4 Fédération Equestre Algérienne (FEA)

En raison de la réorganisation de la Fédeération algérienne des sports équestres (FASE),
déclaré comme un service public. Sa mission est de promouvoir et d'encourager l'utilisation
des races equines aux sports équestres modernes et traditionnels. Elle recoit 3% du nombre
total des rejets PMU (Berber N, 2016).

6.5 Associations Nationales d’Eleveurs

Leur role est de structurer et d'animer les éleveurs en fonction de la race équine. (Arabe,
Barbe, Pur-sang arabe, Barbe-Arabe et anglais). Ils ont 3% de la masse des taux PMU(Berber
N, 2016).

6.6 Fédération Equestre Algérienne

Elle a un role tres important a jouer dans l'utilisation des races équines, a travers I'équitation.
Les sports équestres modernes absorberont probablement une grande partie de la production
nationale de chevaux. Par le développement et I'encouragement des disciplines dans lesquels
excellents les chevaux locaux, a savoir 1’endurance, la randonnée, et ’apprentissage. De plus,
I'équitation traditionnelle qui fait son grand retour aprés années de stagnation en raison de la
situation sécuritaire, constitue un certain débouché pour les courses pour les races Barbe et
Arabe-Barbe (Berber N, 2016).
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6.7 Mouvement Associatif

Dans les pays développés dans I'élevage équin, la gestion des haras est généralement deléguee
a l'association d’éleveurs, et certaines taches telles que les livres de race ou organisation de

concours d'élevage. (Berber N, 2016)

En Algérie, le développement du mouvement associatif va a I'encontre de la nature de ce type
élevage, souvent personnel, en I'absence des ressources nécessaires a son fonctionnement, et

un manque de perspectives en raison d'un manque d'encadrement. (Berber N, 2016)
6.8 Utilisations traditionnelles du cheval
6.8.1 Fantasia

La fantaisie est un art équestre traditionnel pratiqué principalement au Maghreb, se
manifestant par la simulation d'assauts militaires. Cet art est notamment appelé "jeu de

poudre™ ou "jeu de chevaux".

En Afrique du Nord, c'est une coutume trés ancienne, généralement sous forme de
développement équestre: dans ce processus, des cavaliers munis de fusils a poudre noire et
chevauchant des montures richement harnachées, simulent une charge de cavalerie dont
I'apothéose est le tir coordonné d'une salve de leurs armes a feu. Elle peut en outre, selon les

régions, étre exécutée a dos de dromadaire ou a pied.

La fantaisie est indirectement liée a une trés ancienne tradition berbére de I'équitation, liée a
I'introduction des chevaux Barbe "cheval de guerre”: Symbole de la virtuosité guerriere,

rendue célebre par les tableaux de Delacroix.

Entrainez un cheval agé d'au moins quatre ans, Barbe ou Barbe-arabe Regles spécifiques. Le
cavalier et sa monture doivent reconnaitre la séquence exacte des figures préparées en groupe
Dans un endroit désigné, d'environ deux cents métres de long des équipes d'au plus deux a

vingt coureurs remplissent l'air avec le son de leur propre cavalcades et ils se succedent.

En Algérie, 140 associations équestres traditionnelles perpétuent la Fantasia. Prés du Maroc
Un millier de troupes et prés de 15000 chevaux ont participé aux concours organises par les
haras nationaux a l’occasion des Mushams [féte religieuse primitive médiévale et des

publicités commerciales, NDLR] et des jours fériés locaux et nationaux (Benhamadi , 2016).
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Figure 15 : Spectacle équestre traditionnel de Fantasia. Tirée du site :
https://fr.wikipedia.org/wiki/Fantasia_(cavalerie)#/media/Fichier:Fantasia_%C3%A0_Ain_La

rba.jpg

6.8.2 Travail agricole

Tout au long du XXe siecle, en raison de la mécanisation de la société, ce cheval a été
abandonné dans les pays industrialisés. Aujourd'hui, son utilisation augmente, Effectuez de
nombreuses taches dans les pays en développement, de maniere générale, en Algérie surtout
dans les zones rurales, malgré le développement de l'automobile, les chevaux sont
particulierement utiles pour transporter des matériaux de construction et de l'eau dans des
endroits inaccessibles en voiture. Le cheval est également impliqué dans le transport des gens,
les biens et les déchets ménagers. En agriculture, le cheval est toujours la utilisé comme aide

au travail pour les paysans (Benhamadi , 2016).
6.8.3 Utilisations modernes du cheval

Les sports équestres combinent toutes les disciplines des sports équestres. Avoir Il existe de
nombreux autres sports équestres dans le monde, dont certains sont réglementés Fourni par la
Fédération Equestre Internationale (FEI), tandis que d'autres ont une portée locale. La
Fédération Equestre Internationale réglemente et organise des compétitions internationales
entre sept disciplines Le plus célébre et le plus pratique au monde:
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6.8.4 Attelage

La traction animale a été le principal moyen de transport des gens et des fardeaux jusqu’a
I’arrivée du chemin de fer. Elle a été pratiquée quotidiennement pendant des siécles en
utilisant des véhicules spécifiques de toute nature pour le plaisir comme pour le travail, en
temps de paix comme en temps de guerre. Cela a laissé des traces profondes dans la mémoire
collective et a été matérialisé par d’innombrables ceuvres d’art. Mais ce n’est qu’au XXe
siecle que la pratique de ’attelage et ses compétitions seront inscrites au rang des disciplines

équestres.

L’attelage est devenu aujourd’hui un sport équestre si bien développé par les “meneurs” (on
dit “meneuses” pour les femmes) — tant dans les pays européens qu’aux Etats-Unis — qu’il
donne lieu chaque année a un Championnat du monde. Le premier du genre, appliqué aux
attelages a 4 chevaux, s’est déroulé a Munster en 1972. S’affirmant au cours du temps, ce
“Championnat a 4” alterne un an sur deux avec un “Championnat a 2” pour les attelages en
paires. Il existe aussi un “Championnat a 1, qui figure comme les autres au calendrier de la

Fédération Equestre Internationale (Benhamadi , 2016).
6.8.5 Concours complet

Le concours complet d’équitation (ou CCE) est un sport équestre qui regroupe en une seule
discipline trois épreuves bien distinctes : une épreuve de saut d’obstacles, une épreuve de
dressage et une épreuve specifique : le cross ou cross-country. Créée a I’origine pour tester les
capacités des chevaux destinés aux forces armées, cette épreuve a évolué peu a peu pour
devenir une discipline équestre a part entiere. Souvent qualifié de triathlon équestre, le CCE
demande, contrairement a d’autres disciplines, une polyvalence de la part du cheval comme

de son cavalier.

Le concours complet est I’'une des sept disciplines équestres mondiales agréées par la
fédération équestre internationale et discipline olympique depuis les Jeux olympiques de
Stockholm de 1912. Les différents niveaux d’épreuves, qui sont fonction de la hauteur des
obstacles et de la difficulté des tracés des parcours et reprises, permettent la progression des

couples pratiquant la discipline en compétition (Benhamadi , 2016).

6.8.6 Dressage

C’est une reprise comportant des figures imposées. Elle est exécutée sur une carriére de 100
m x 40 m. Plusieurs protocoles officiels ont été établis, gradués selon leur difficulté de 1 a 7.
Chaque reprise dure environ dix minutes. Le sol consacré a I’attelage doit étre ferme. Un

gazon convient fort bien, tandis que le sable mou est a proscrire. Les lettres du dressage
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monté sont les mémes que celles de la carriere. Ces reprises ne comportent que deux allures:
le pas et le trot. Elles sont notées par un aréopage de trois juges pour les concours mineurs et
de cing pour les plus avancés (Benhamadi , 2016).

6.8.7 Raids d’endurance

Les courses d’endurance sont des épreuves de grand fond courues a vitesse libre et en
opposition directe. Aprés un départ en groupe, le ler qui passe la ligne d’arrivée a gagné, si
les controles vétérinaires ne le déclassent pas. Pour accéder au niveau des courses a vitesse
libre (un grand championnat sur 160 km se gagne & 20 km/h, soit huit heures a cheval et deux
heures d’arrét aux contrbles; environ dix heures de course au total), il existe une série de
paliers a vitesse limitée et a distance croissante que I'on doit franchir avec succés
(Benhamadi, 2016).

e L’origine des courses d’endurance a cheval.

Il existe une trés ancienne tradition de raids équestres, la plupart du temps militaire. En fait, la
premiere fois qu’une véritable épreuve sportive eut lieu, d’une traite et dépouillée des
contraintes réglementaires (paquetage, ordre de marche, etc.*), ce fut en 1903 entre Bruxelles
et Ostende, sur 130 km*. D’autres épreuves furent organisées, mais les militaires finirent par
s’en désintéresser et elles disparurent peu a peu* La renaissance se fit ensuite en Autriche-

Hongrie et en Espagne* Elles réapparurent en France, a la fin des années 70.
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Figure 16 : courses d’endurance en 2018. Tirée du site : https://www.fr.wiki-
horse.com/dossier/endurance-cheval-2018/

6.8.8 Saut d'obstacles

Le concours de saut d’obstacles — ou jumping en anglais — est aujourd’hui la discipline des
sports équestres la plus pratiquée. Incontestablement, discipline emblématique des sports
équestres, le concours de saut d’obstacles (CSO) devrait connaitre encore de belles heures au
XXlIe siecle, en s’imposant comme un sport authentique et trés spectaculaire. A I'instar des
autres disciplines équestres de compétition, dont les plus connues sont le dressage, le
concours complet d’équitation, 1’attelage et I’endurance, le saut d’obstacles est régi et
réglementé de nos jours, sur le plan international, par la Fédération Equestre Internationale.
En Algérie, c’est la fédération équestre algérienne (FEA) qui veille, depuis 1963, sur les

sports  équestres et les disciplines de compétition (Benhamadi, 2016).
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Figure 17 : la compétition nationale de saut d’obstacles en 2019. Tirée du site :
https://elmoudjahid.com/temp/fr/actualite2[143023].jpg

6.8.9 Courses hippiques

Des courses de chevaux sont organisées depuis I'Antiquité. A I'époque coloniale il y avait de
nombreux hippodromes provinciaux. Le relais a été repris depuis indépendance par la Société
des Cours d'Alger, et en vol 1987 créations de I'actuelle société SCHPM, conformément au
décret officiel n © 87-17. Cette société produit exploiter pas moins de 22 hippodromes avec
environ 700 chevaux arabes, 300 plein de sang anglais et cent barbes et barbes arabes
(Benhamadi, 2016).

6.8.10 Tourisme équestre

Il s'agit de toute activité de loisir et de tourisme vert impliquant l'utilisation de chevaux. Les
centres équestres proposent des balades a cheval, des voyages de découverte campagne,
promenades en caléche ouvertes au public, établissements équestres constituent donc un

maillon essentiel de la filiere équine (Benhamadi, 2016).
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I11. Biodiversité et ressources zoogénétique

1. Importance de la biodiversité des animaux d’élevage :

La biodiversité en agriculture est le résultat de milliers d'années d'activité dont I'homme a
essayé de subvenir a ses besoins dans des conditions climatiques et des systémes écologiques
tres différents.

L'élevage est devenu un élément important du systeme de production Agricole,
particuliérement important dans les environnements défavorables aux cultures, C’est difficile,
voire impossible. Pour les éleveurs, la diversité génétique animale représente une ressource
pour sélectionner les animaux et développer de nouvelles races. Plus largement, les
populations d'animaux d'élevage génétiquement différents permettent I'entreprise dispose d'un

plus large éventail d'options pour relever les défis des années a venir.

Depuis 1960, I'Organisation des Nations Unies pour l'alimentation et l'agriculture (FAO) a
offert daider les pays a caractériser leurs ressources zoogenetiques l'alimentation et
I'agriculture et I'élaboration de stratégies de conservation. En 1990, le Conseil de la FAO a
recommandé un plan global pour Gestion durable des ressources zoo génétiques dans le

monde entier.

La caractérisation des ressources zoogénétiques couvre toutes les activités liees a
identification, description qualitative et quantitative et documentation des populations
animales. L'objectif est de mieux connaitre les ressources zoogénétiques animale, leurs
utilisations alimentaires et agricoles actuelles et futures dans des environnements spécifiques,

et leur état actuel en tant que populations raciales différentes (FAO, 1984; Rege, 1992).

Au niveau national, la caractérisation comprend Il'identification des ressources zoogénétiques
des pays, et étude de ces ressources. Le processus comprend également, documentation
systématique des informations collectées pour faciliter I'acces. Actions des caractéristiques
devraient favoriser la conception de prévisions objectives et fiables pour la performance
animale dans des environnements spécifiques et ainsi comparer les performances potentielles
au sein des différents systéemes de production d'un pays ou d'une région. Il s'agit donc d'un

travail plus approfondi que la simple collecte de rapports existant (Rege, 1992).

Les informations obtenues a partir du processus de caractérisation facilitent la prise de
décisions éclairées sur les priorités de gestion des ressources par différents groupes d'intérét,
y'a compris les agriculteurs, les gouvernements nationaux et régionaux et les organisations
internationales (FAO, 1992; FAO / PNUE, 1998). Ces décisions politiques visent a
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promouvoir le développement des ressources zoogénétiques tout en veillant a ce que ces

ressources soient protégees pour les besoins des générations présentes et futures.
2. Origine de la diversité génétique :

La diversité genétique est basée sur la variabilité des genes entre ou au sein des espéces et de
leurs populations. L'intérét actuel pour la biodiversité est le support de base sur lequel la
sélection peut opérer, on suppose que plus la diversité d'un groupe d'individus (sous-
populations, population, espéces) est grande, plus il sera facile pour certains individus de
s'adapter aux nouvelles conditions environnementales. En plus de permettre plus une grande
adaptabilité des individus réduira également la dépression de la consanguinité et réduira ainsi
le risque d'extinction (Frankham, 2005). L'origine de la diversité génétique est le résultat de
changements dans la séquence d'ADN (polymorphisme génétique) et [l'influence
environnementale (évolution) (Stockwell et al, 2003).

2.1 Processus evolutifs affectant la variabilité génétique des populations

Au sein d'une espece donnée et a un moment donne, la variabilité génétique est divisée en
composantes intra-population et composantes inter-population. Les phénomeénes vécus par la
population peuvent affecter I'évolution de I'une ou l'autre composante dans le temps. D'une
part, Iisolement des populations et le maintien de leurs effectifs limités (dérive génétique),
d'autre part, le croisement (migration) entre populations a un effet inverse sur la variabilité. La
sélection a tendance a augmenter la variabilité entre les populations car différentes
populations sont sélectionnées a des fins différentes. Elle tend a réduire la variabilité intra-
population, soit directement en établissant des deséquilibres dans I'association des génes et en
fixant certains alleles (mais lorsque les alleles sélectionnés sont rares, la sélection conduit a
une augmentation temporaire de la variabilité) ou indirectement. Mettant l'accent sur le

phénomene de dérive génétique (Verrier et al, 1989).

Enfin, les mutations constituent un facteur de nouveauté qui affecte les deux composantes de
la variabilité, mais elles ne sont sensibles que pendant une longue période, et d'autres forces
évolutives (dérive génétique, sélection ...) conduisent a une augmentation des mutations.

Fréquence des mutations alléniques.
2.2 Forces evolutives

Le niveau de diversité génétique et les changements de fréquence des alléles de la population
dépendent des effets respectifs de trois forces évolutives en interaction: la dérive génétique, la

migration et la sélection. lls sont a l'origine de la diversité génétique et de son évolution.
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2.2.1 Dérive génétique

Dans une population limitée, la transmission d'une génération & l'autre constitue
I'échantillonnage des genes. Ce phénomene de dérive génétique, introduit par Wright en
1968, est défini par la fluctuation de la fréquence des génes d'une geénération a l'autre
(variation dans le temps) dans une population. L'évolution de la fréquence des genes peut étre
considérée comme un processus aléatoire (pas de sélection en faveur de l'un ou l'autre allele).

Les conséquences suivantes peuvent survenir:

« Lorsque le nombre de générations passées augmente, la différence de fréquence des

génes entre les sous-groupes augmente également ;

« Le taux d'hétérozygotie moyen (calculé sur la base de la population globale) a

diminué ;

« Aprés un grand nombre de géneérations, l'un des deux alleles est fixé chez certains
individus de la population et perdu chez dautres individus, de sorte que le
polymorphisme entre eux est réduit (Rognon et Verrier, 2007).

L'évolution d'une population soumise a une dérive génétique est le résultat d'échantillons
successifs. Par conséquent, dans les populations contenant plusieurs sous-populations, la
dérive génétique peut entrainer certaines différences génétiques entre les sous-populations
(Hartl et Clark, 1997). (Figure 18).

Population
initiale

Dans les petites populations, la
dérive génétique peut provoquer
des changements au hasard dans

la fréequence des génes

/( variation d'échanulionnage

Prochaine
génération

Figure 18. Phénomeéne de dérive génétique affecte les petites populations (Bucheton et al,
2008).
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2.2.2 Migration et mutation

Ces deux phénomeénes sont de nature completement différente. Cependant, leurs
conséquences sur la constitution génétique de la population sont qualitativement les mémes en
ce qu'elles sont des facteurs de nouveauté. Cependant, leur effet quantitatif n'est pas du tout

du méme ordre de grandeur.
2.2.3 Migration

La migration fait référence au mouvement d'organismes entre des populations non fermées,
qui représente en quelque sorte le ciment qui maintient la population génétiquement uniforme
et fixe la limite de la différenciation génétique (Hartl et Clark, 1997). Parfois, la migration
peut étre unidirectionnelle. Dans ce cas, la fréquence allélique de la population d'origine
restera inchangée dans le temps, ce qui est différent de la fréquence allélique de la population
receveuse. Aux premiers stades de la différenciation entre les sous-populations, un faible taux
de migration suffit a retarder la différenciation a moins qu'il n'y ait une option de
différenciation forte entre les reproducteurs de la population d'origine et la population
receveuse. (Nei, 1987).

Par conséquent, la migration semble &tre un moyen rapide de modifier la fréquence des génes.
C'est aussi I'un des intéréts du croisement. En effet, a moins qu'il n'y ait une différence initiale
entre les deux populations, il n'y a pas de changement significatif de fréquence (Rognon et
Verrier, 2007).

En fournissant un flux génétique externe régulier, la migration peut éviter la perte de certains
alleles (au moins les alleles qui existent dans les populations d'immigrants). De plus, lorsque
la population immigrante est vraiment importante et que les immigrés ne sont pas liés les uns
aux autres, les immigrés détruisent la relation d'identité génétique au sein de la population

d'accueil (Rognon et Verrier, 2007).
2.2.4 Sélection naturelle

La sélection naturelle est un mécanisme qui contribue a I'évolution des espéces. Il classe les
individus dont la survie et la reproduction different dans un environnement donné. Par
conséquent, il augmente la fréquence avec laquelle le phénotype le plus favorable est utilisé
pour la survie et la reproduction (et a donc une plus grande vigueur), tandis que le phénotype

le moins approprié a tendance a disparaitre. En effet, pour agir, il faut:

« Les individus de la population ne sont pas exactement les mémes (variation des traits),
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« Une partie de cette variation affecte les traits liés a la survie et / ou & la capacité de

reproduction,

« Les differences de survie / reproduction sont dues a des variations génétiques
héréditaires (par conséquent, ces différences doivent étre contrdlées par des genes

transmis de génération en génération).

Les porteurs de mutations bénéfiques ont plus de descendants, et les descendants auront plus
de descendants, et ainsi de suite, résultant en des individus qui s'adaptent a I'environnement.
Quant a la sélection artificielle, les humains ont procédé a une sélection artificielle d'especes
domestiquées, ce qui est sans aucun doute une affaire depuis le début de la domestication.
Contrairement a la migration et a la dérive génétique qui affectent lI'ensemble du génome, la
sélection n'agit que sur certains loci et leurs voisinage direct (loci physiquement et / ou

fonctionnellement liés).
3. Méthodes de caractérisation des animaux d’élevage :

Caractéristiques des ressources zoogenetiques couvre toutes les activités liées a identification,
description qualitative, quantitative et documenter les populations raciales et les habitats
naturels et les systemes de production auxquels ils sont ou non adapteés. L'objectif est de
mieux comprendre les ressources zoogenetiques, leurs utilisations présentes et futures
probables dans l'alimentation et I'agriculture dans des environnements spécifiques, et leur

statut actuel en tant que population multi-races (FAO, 1984; Rege, 1992).

Au niveau national, la caractérisation comprend I’identification des ressources zo0ogénétiques
du pays et I’é¢tude de ces ressources. Le processus comprend également une documentation
systématique des informations collectées pour un acces facile. Les activités de caractérisation
devraient promouvoir des prévisions objectives et fiables des performances des animaux dans
un environnement défini afin de comparer les performances potentielles dans différents
systémes de production dans un pays ou une région. Il ne s’agit donc pas d’un simple recueil

de rapports existants, mais d’un travail plus approfondi.

Généralement, les espéces animales sont caractérisées selon les aspects suivants La méthode
dépend du fait que les caractéristiques a étudier ont une signification économique et peuvent
étre simples ou Difficile a déterminer; phénotype (caractéristiques biologiques
morphologiques), biochimiques ou Immunogénétique (polymorphisme des protéines
sanguines), cytogénétique (quantité, forme et Anomalies chromosomiques) ou des molécules

(directement situées dans ADN).
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3.1. Méthode morphobiométrique :

Le phénotype designe simplement l'observation des caractéristiques animales (couleur,
cornée, cOté des plumes ...) ou des mesures morphologiques (taille, poids, nombre de rayons
sur la nageoire ...) ou des performances (vitesse de croissance, production laitiere ...).
L'avantage de ce type d'information est que sa collecte d'informations est généralement simple
et peu colteuse, elle peut donc étre effectuée sur un grand nombre d'animaux. Ce phénotype
nous donne acces a la variabilité des genes responsables de la variabilité des traits observés.
Ces traits peuvent avoir un déterminisme simple (régi par un ou méme deux locus et non
influencé par I'environnement), la variabilité observée peut alors étre facilement interprétée,
mais n'affecte que quelques génes responsable(s). De plus, ces caractéristiques sont des
caractéristiques qui peuvent standardiser les races animales. Le reste des caracteres est a
déterminisme complexe. (Contrélés par un certain nombre de locus et plus ou moins affectés
par I'environnement). Le passage de la variabilité observée a la variabilité génétique necessite
une prise en compte appropriée des impacts environnementaux. De plus, les caractéres

mesurés font généralement l'objet d'une sélection (Rognon et Verrier, 2007).
3.2. Méthode biochimiques et moléculaires

Deux types de marqueurs sont connus. D'une part, les marqueurs biochimiques (protéines et
groupes sanguins) qui accedent aux effets primaires des géenes. En revanche, les marqueurs
moléculaires (mini-satellites, microsatellites et SNP "polymorphismes nucléotidiques
simples™ ...) donnent un acces direct aux polymorphismes de I'ADN. Dans les deux cas,

I'échantillonnage des animaux doit étre planifié et des échantillons biologiques prélevés.

Le plus grand avantage des marqueurs moléculaires est qu'ils peuvent décrire directement la
variation génétique, y compris les dimensions multi-locus. Au cours des derniéres décennies,
il est devenu évident que les outils biochimiques et moléculaires fournissent les techniques de
choix pour étudier les structures genétiques et I'histoire évolutive des organismes. De
nombreux champs de recherche sont créé a cause de I'application des méthodes développées

dans le domaine de la génétique des populations aux les populations domestiques.
3.2.1 Marqueurs biochimiques
a. Groupes sanguins

La premiére démonstration de variabilité biochimique a été réalisée au début du siecle dernier
sur des groupes sanguins ABO humains. Pour les équins, les ovins et les bovins, on connait
respectivement 8 et 13 systemes sanguins, répartis sur plusieurs loci polymorphes
(Delacretaz-Wolff, 1997).
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Chez les chevaux, les marqueurs sanguins génétiques sont principalement utilisés pour
I'identification et les tests de paternité (contrble de filiation). Ils ont été utilisés pour établir le
contrdle de paternité chez les chevaux marocains Barbe et Arabe-Barbe (Ouragh et al, 1994).

b. Protéines

A l'aide de la technologie d'électrophorése sur gel, des variantes de protéines peuvent étre
mises en évidence. Cette technique est basée sur la migration différentielle des protéines a
travers le gel sous l'action d'un champ électrique. L'étude des variantes protéiques ou iso
enzymes (enzymes sériques, érythrocytaires et tissulaires) est devenue par la suite un outil
standard pour la mutation graduée et a fourni le premier moyen non biaisé pour estimer la
variabilité génomique. Ces marqueurs ont été (et sont toujours) largement utilisés dans la
recherche en génétique des populations. En fait, 15% des études de caractérisation récentes
ont été réalisées a l'aide d'isoenzymes (Baumung et al, 2004).

Seules les mutations qui provoquent des changements dans la charge protéique seront
détectees, soit environ 8% des mutations d’ADN. La technique est simple et peut &tre mise en
ceuvre sans aucune connaissance de la génétique des espéces. La limitation est que le nombre
de loci analysés est faible (entre 20 et 50 loci, aucun de ces loci n'est polymorphe), et de plus,

ils ne sont pas tous accessibles (Rognon et Verrier, 2007).

3.2.2 Marqueurs moléculaires
a. Introduction

Les progres de la génétique moléculaire et la fourniture d'outils et de techniques de biologie
moléculaire permet désormais de mettre l'accent sur la variation génétique Niveau ADN. Ces
derniéres années, l'utilisation de marqueurs genétiques a augmenté, notamment en raison des
marqueurs microsatellites et de leur caractérisation par des réactions PCR et des SNP a l'aide
de puces a ADN. Ces marqueurs permettent la construction des cartes génétiques denses chez

I'hnomme et de nombreuses especes animales.

Les marqueurs sont utilisés pour décrire la variation génétique et sa distribution dans les
populations et les especes, ainsi que le mécanisme d'évolution des populations Refléete cette
description. Le choix des marqueurs dépend d'un ensemble précis d'objectifs et de moyens des

utilisateurs.
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b. Concept de marqueurs moléculaires

Les marqueurs génétiques peuvent distinguer plusieurs génotypes a un locus donné. Diffusion
selon la loi mendélienne. 11 correspond a une séquence d'ADN et peut exister Sous différentes

formes ou alléles.

Aujourd'hui, de nombreux marqueurs genétiques peuvent étre trouvés et organises en cartes

génétiques pour la plupart des espéces animales.

Les caractéristiques principales des marqueurs genétiques (polymorphisme et liaison
génétique) permettent d'identifier et de suivre les fragments chromosomiques et de détecter
les principaux QTL et QTN impliquant le déterminisme génétique des traits d'intérét.

« Le polymorphisme détermine l'origine parentale d'un allele & un locus donné. Par

conséquent, nous pouvons distinguer le locus de la mére et le locus du pere.

« La liaison génetique peut généraliser les observations d'un locus spécifique a n'importe
qu’elle fragments d’ADN entourant le locus. La taille de ce segment correspond a la
région chromosomique sur lequel aucune recombinaison n'a été observée entre le
locus et le segment qui I'entoure. Le locus devient un marqueur du fragment et de tous
les génes qu'il contient. Plus le marqueur est efficace, plus le fragment ciblé est court,

ce qui limite le taux de recombinaison entre le gene et le marqueur.

Les techniques de détection du polymorphisme sont apparues dans les années 1980 avec le
développement de la détection RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) (Botstein
et al. 1980). Les RFLP sont largement utilisés, mais dans la pratique, ils se sont révélés assez
limités et difficiles a réaliser a grande échelle. Seule la découverte de microsatellites a permis
de réaliser des projets de cartographie génomique a grande échelle. L'avenement des puces a

ADN a encore amplifié ce phénomene.
c. Marqueurs de ’ADN mitochondrial

L'ADN mitochondrial (ADNmt) peut étre transmis a la mére sans recombinaison, ce qui peut
accumuler des mutations dans chaque lignée (Harrison, 1989). On pense que son taux
d'évolution est 5 a 10 fois plus rapide que celui de 'ADN nucléaire (Brown et al, 1979;
Vawter et Brown, 1986). Presque toutes les séquences d'ADN mt sont codeés, ces génes sont

continus et ne contiennent pas d'introns.

Les parties non codantes sont limitées a des séquences courtes et une partie plus longue
correspondant a l'origine de réplication (boucle D). Plusieurs études ont montré que

I'utilisation de polymorphismes dans la partie tres variable de 'ADN mitochondrial peut étre
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utilisée efficacement pour l'identification intraspécifique et interspécifique (Kavar et al,
2002; Bowling et al, 2000; Hill et al, 2002; Yang et al, 2002; Aberle et al, 2007). Selon les
recherches menées par Baumung et al, (2004), 37% des études de caractérisation sont basées

sur des études de polymorphisme de I'ADNmt.
d.Marqueurs RFLP

La méthode de démonstration du marquage RFLP (polymorphisme de longueur des fragments
de restriction) combine I'utilisation d'enzymes de restriction et de sondes génétiques (Botstein
et al, 1980). Cette méthode est laborieuse dans sa forme initiale ou méthode méridionale et ne
peut pas traiter facilement un grand nombre d'individus. Cependant, l'utilisation de cette
méthode en combinaison avec la PCR permet d'étudier les polymorphismes de restriction de
nombreux génes (Klungland et al, 1995; Lagziel et al, 2000). Ces marqueurs sont toujours
utilisés. Baumung et al, (2004) estiment que 17% des recherches utilisent ces marqueurs pour

caracteriser les races domestiques.
e. Marqueurs RAPD

Un autre type de marqueur moléculaire RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
récemment développé est base sur la preuve du polymorphisme généré par amplification
aléatoire de fragments d’ADN a l'aide d'amorces dont les séquences ont été arbitrairement
définies (Williams et al, 1990) Cette méthode est généralement utilisée dans la cartographie
phytogénétique et la génétique des populations. Elle peut générer des marqueurs dominants

(pour un locus donné, il n'y a pas de différence entre homozygote et hétérozygote).

Rao et ses collaborateurs, (1996) ont utilise la méthode RAPD pour distinguer
génétiqguement les especes domestiquees a I'échelle intraspécifique. Rincon et al, (2000) ont
utilisé des marqueurs RAPD pour étudier la variabilité génétique des races créoles bovines.
Cependant, la reproductibilité et la dissémination de ce marqueur limitent son application
chez les animaux (Black, 1993; Karp et al, 1996).

f. Marqueurs AFLP

Les marqueurs AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) ont été étudiés par une
méthode développée en 1995 (Vos et al, 1995). Il s'agit d'une technique liée a la technique
utilisée pour RAPD. Il est basé sur une amplification sélective de fragments de restriction
obtenus par digestion d'’ADN génomique. Son principe général repose sur trois phases
successives: digestion-ligature, amplification pré-sélective et amplification sélective. Le
produit final de ces amplifications est visualisé sur un gel de polyacrylamide grace aux

extensions d'amorce fluorescentes. A l'instar de la technique utilisée pour RAPD, la technique
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AFLP ne nécessite aucune connaissance préalable du genome étudié. Il permet un
développement rapide, présente une bonne reproductibilité et génere un grand nombre de
marqueurs (Vos et al, 1995; Ajmone-Marsan et al, 1997).

Parmi les marqueurs moléculaires, ces derniers sont les moins utilisés dans la caractérisation,
7% des études de caractérisation des races domestiques sont réalisées a l'aide de I'AFLP
(Baumung et al, 2004).

g. Marqueurs minisatellites

Un autre type de marqueur moléculaire polymorphe connu sous le nom de minisatellites
hypervariables a été découvert dans les années 1980 (Jeffreys et al, 1985). Ces minisatellites
sont constitués de répétitions de chaines en tandem d'un motif allant de 15 a 70 nucléotides de
longueur. Ces séquences, avec un nombre variable de répétitions, sont appelées mini-satellites
par analogie avec le « vrai » ADN satellite, qui se situe au niveau de I'néterochromatine. Les
mini satellites appartiennent a la catégorie VNTR (nombre variable de répétitions en tandem).
En raison de la variation du nombre de motifs récurrents les constituant, ils présentent des
polymorphismes grands et petits. Ces éléments sont largement distribués dans les génomes de
mammiferes, avec une moyenne d'un mini-satellite apparaissant tous les 100 kb. La technique
d'étude de ces éléments est appelée technique d'empreinte genétique, qui a été largement

utilisée en génétique des populations.

Par conséquent, Trommelen et al, (1993) proposent des mini-satellites comme outil
d'identification de la paternité chez les bovins. Cependant, des difficultés avec les quantités
d’ADN requises, la visualisation et [lidentification des alléles ont rapidement limité

I'utilisation de ces marqueurs.
h. Marqueurs microsatellites

L'une des principales méthodes utilisées aujourd'hui est de mettre en évidence le
polymorphisme du locus microsatellite ou STR (simple répétition en tandem). Cette derniére
est une sequence d'’ADN composée de répétitions en tandem de motifs de 1 a 6 Pb
(Chambers et MacAvoy, 2000) (Figure 19).
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Figure 19. Séquence contenant une répétition GTn (Bautista Salas, 2009).

En raison de leurs caractéristiques biologiques et techniques, ces loci sont devenus des
marqueurs de selection pour analyser la diversité entre races. En effet, chez les eucaryotes, les
microsatellites sont trés abondants (de 50 a 100 000 selon les espéces) et sont bien répartis

dans le génome (Rognon et Verrier, 2007).

Le nombre de microsatellites de type (TG) est le plus important, et leur fréquence varie selon
les especes considéerées (Beckman et Weber, 1992). Les polymorphismes de ces séquences
sont des polymorphismes de longueur, qui sont provoqués par des changements dans le
nombre de répétitions du motif de base. Concernant le processus de sélection, les
microsatellites présentent une distribution uniforme sur le génome, avec des points communs,

des alleles multiples et une neutralité a priori.

Outre ces caractéristiques, du fait du taux de mutation élevé, le polymorphisme de ces
marqueurs est également élevé, car en moyenne, on peut considérer le taux de mutation de
chaque site, de chaque gamete et de chaque génération d'environ 10- 4 mutations (Boichard
et al, 1998). Ces mutations peuvent étre produites par deux mécanismes, a savoir la

recombinaison inégale qui constitue le premier mécanisme.

En effet, les erreurs de mésappariement sont courantes dans les régions de répétition en
tandem, étant donné la forte homologie de séquence entre les répétitions. Chaque croisement
au cours de ces mésappariements provoque une augmentation du nombre de répétitions sur
une chromatide et une diminution du nombre équivalent de répétitions sur l'autre (Cooper et
al, 1995).
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Le deuxiéme mécanisme capable de générer des mutations est le glissement intra-
chromatidien (slippage), qui a été décrit par Levinson et Gutman en 1987 (Figure. 20). Ce
modele se compose de trois étapes:

- Etape initiale: le brin complémentaire de la séquence répétitive est synthétisé par La
polymérase.

- Etape de dissociation: Lorsque la polymérase traverse la région de répétition, le brin

nouvellement synthétisé est dissocié du brin matrice.

Etapes de ré-hybridation et erreurs d'alignement: Deux cas sont possibles: I'ajout d'unités
répétitives: I'extrémité 3 'du brin nouvellement synthétisé est ré-hybridée avec la région
complémentaire en amont du brin matrice. Un anneau est donc formé dans la nouvelle chaine.
Par conséquent, la polymérase ajoutera des unités de répétition supplémentaires. La deuxieme
hypothése est d'éliminer les unités répetitives: ce mécanisme est presque le méme que l'ajout
d'une unité, sauf que le cycle se fait au niveau du brin matrice. Par conséquent, la polymérase

synthétisera une sequence moins répétitive.

(a) Augmentation du nombre de répétitions (b) Diminution du nombre de répétitions

Initiation

'

Dissociation

v

Hybrid(a)
Augmentation
du nombre de

1 opomins

Brin a une
longueur
différente du
brin matrice

Figure 20. Mode¢le de "slippage réplication" permettant d“expliquer I“augmentation ou la
diminution du nombre de répétitions dans un microsatellite (Bautista Salas, 2009).

Outre leurs propriétés génétiques, les microsatellites ont une grande importance technigue. En
effet, le génotypage des microsatellites est basé sur l'utilisation de la technique PCR, une
procédure relativement simple et rapide suivie d'une migration des fragments amplifiés sur un
gel d'acrylamide. Plusieurs locus peuvent étre testés simultanément lorsque les amorces

utilisées sont marquées avec des fluorophores de couleurs différentes (PCR multiplex). Ces
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caracteristiques techniques facilitent donc l'utilisation de microsatellites pour des études de
population & grande échelle.

L'intérét pour l'utilisation de microsatellites dans la recherche en génétique des populations est
récent. Les microsatellites ont d'abord été utilises dans I'étude des populations humaines, puis
utilisés dans les races domestiques pour évaluer la variabilité génétique au sein et entre les
races (Ollivier et al, 2000).

En effet, le potentiel des microsatellites comme marqueur pour mesurer la variabilité
génétique des populations semble considérable (Bruford et Wayne, 1993). Il y a de plus en
plus de recherches sur la variabilité génétique des différentes especes basées sur les
microsatellites, ce qui montre que dans les systemes disponibles aujourd'hui, les
microsatellites sont tres efficaces pour caractériser et étudier la relation phylogénétique entre
les populations. lIls sont utilisés en raison de leur stabilité biologique, de leur taux de mutation
élevé et de leur dispersibilité dans le génome. Ces marqueurs sont largement utilisés dans les
études de caractérisation du bétail. Baumung et al, (2004) ont estimé que 90% de ces etudes

utilisaient ces marqueurs.

Actuellement, pour la plupart des animaux domestiques, la FAO a publié une liste de
références pour les locus microsatellites (FAO, 2004) pour comparer les résultats d'analyses
obtenues par différentes espéces animales et plusieurs groupes de recherche. Dans le monde.
De plus, l'une des applications les plus développées des microsatellites chez les animaux
d'élevage est aujourd'hui la détection de génes majeurs ou de groupes de genes impliqués dans
le déterminisme des traits économiques de QTL (Quantitative Trait Locations) tels que la
production de viande, la production de lait, la résistance aux maladies, la croissance ... etc. En
effet, I'identification de ces régions permettra d'établir une sélection assistée par marqueurs
moléculaires pour améliorer I'efficacité de la sélection animale (Montaldo et Meza-Herrera,
1998).

La variation génétique est réduite dans les populations qui ont subi la pression de sélection. le
but est de conserver ce dernier afin de poursuivre le progrés génétique sur le QTL qui a été
sélectionné, ou de retransformer l'objectif de sélection en caracteres rarement ou non
considérés. Aujourd’hui. Cette gestion peut étre réalisée grace a l'utilisation des

microsatellites.

i. Marqueurs SNP

Les SNP sont utilisés comme alternative aux microsatellites dans les études de diversité

génétique. Plusieurs technologies de détection et de typage des marqueurs SNP sont
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disponibles (Syvanen, 2001). En tant que marqueur biallélique, le SNP a une quantité
d'informations relativement faible. Pour atteindre le niveau d'information d'un panel standard
de 30 locus microsatellites, un plus grand nombre doit étre utilisé. Cependant, I'évolution des
technologies moléculaires augmente le degré d'automatisation et réduit le colt du typage
SNP, ce qui dans un proche avenir permettra probablement I'analyse parallele d'un grand
nombre de marqueurs a un codt réduit. Dans cette perspective, des projets a grande échelle
pour plusieurs animaux d'élevage sont mis en ceuvre pour identifier des millions de SNP (par
exemple, (Wong et al, 2004)), vérifier des milliers de SNP et identifier des haplotypes dans le
génome. De méme, pour les informations de séquence, SNP permet une comparaison directe
et une analyse conjointe de différentes expériences. Les SNP peuvent étre des marqueurs
intéressants pour les études de diversité génétique car ils peuvent facilement étre utilisés pour
I'évaluation de la variation fonctionnelle ou neutre. Cependant, I'étape initiale de recherche de
SNP ou de sélection de SNP dans la base de données est cruciale.SNP peut passer différents
protocoles expérimentaux (tels que le séquencage, Polymorphisme co-constructif simple brin
(SSCP) ou dénaturation par chromatographie liquide haute performance (Chromatographie
liquide haute performance dénaturant DHPLC) ou simulation par ordinateur, alignement et
Comparez plusieurs séquences dans la méme zone dans une base de donnees publique Sur
I'étiquette d'expression du génome et de la sequence (EST).Puisque les données sont obtenues
au hasard, les estimateurs standards des parametres génétiques de la population ne peuvent
pas étre appliqués. Un exemple courant est que les SNP qui sont initialement identifiés dans
un petit échantillon (panel) d'un individu sont ensuite typés dans un plus grand échantillon de
chromosomes. L'échantillonnage SNP est le meilleur Dans le cas des fréquences
intermédiaires, une telle concordance affectera la distribution des fréquences alléliques par
rapport a la valeur possible d'un échantillon aléatoire (Nielsen et Signorovitch, 2003; Clark
et al, 2005).

J. Technologie des puces a ADN:

Une nouvelle méthode pour étudier I'interaction de nombreux génes entre eux et le contréle de
grands groupes de génes simultanément par des réseaux cellulaires de régulation. Cette
méthode utilise un robot pour appliquer de minuscules gouttelettes trés précisément Contient
de I'ADN fonctionnel sur des lamelles en verre. Puis les chercheurs se joignent a marqueurs
fluorescents sur I'ARNm ou I'ADNc de la cellule d'essai. Nous les laissons Les sondes
marquées se lient aux brins d’ADNc sur les lamelles. Les lamelles sont placées dans un
microscope a balayage qui peut mesurer la luminosité de chaque point fluorescent; la clarté

révele la quantité d' ARNm spécifique présente, ce qui indique I'étendue de son activité.
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4. Programmes de conservation des ressources génetiques animales :

Les informations obtenues grace aux méthodes de caractérisation peuvent faciliter la prise de
décision Comprendre les points clés de la gestion des ressources zoogénétiques a travers
différentes groupes d’intérét, y compris les agriculteurs, les gouvernements nationaux et
régionaux, et Organisations internationales (FAO, 1992; FAO / PNUE, 1998).Ces décisions
politiques visent a promouvoir le développement des ressources zoogénétiques, tout en
veillant a ce que ces ressources soient protégées pour les besoins des générations présentes et

futures.

Un probléme clé dans la gestion des ressources zoogénétiques au niveau national est la
capacité de comprendre si la population d'une race particuliére est autosuffisante ou menacée
a un moment donné. Cette premiere évaluation (enquéte de base) de I'état de la race ou de la

population est basée sur des informations sur:

La taille et la structure de la population;
« Ladistribution géographique;

« Ladiversité interraciale;

« La Relation génétique entre les races lorsque les populations existent dans plus d'un
pays. Si la population n'est pas en danger (Figure 21), Aucune action immediate des
mesures de protection doit étre prises. Cependant, une décision doit étre prise, dans le
cadre du plan de développement national, ciblez les animaux d'élevage menaces
d'extinction. Dans ce cas, la procédure doit étre exécutée L'amélioration génétique
pour faire face a I'évolution des conditions environnementales, par exemple. Les
informations sur les avantages a long terme pour les éleveurs et la société constituent
la base de ces programmes de sélection. Si la race est menacée, des stratégies de
conservation actives doivent étre mises en ceuvre sinon, il sera nécessaire d'accepter la
perte potentielle de race. Pour allouer des ressources limitées disponibles pour les
programmes de conservation, les races prioritaires doivent d'abord étre définies. Ces
décisions peuvent étre fondées sur le caractére distinctif génétique, les traits adaptatifs,
la valeur relative pour l'alimentation et l'agriculture ou les valeurs historiques et
culturelles des races concernées. Ces informations sont également nécessaires pour
décider de I'approche la plus prometteuse entre les stratégies de conservation in vivo
ou in vitro, ou une combinaison des deux. Si les races a préserver existent dans plus
d'un pays, les décisions doivent étre prises au niveau international. Par conséquent, des
institutions / organisations régionales de coordination ainsi qu'un soutien aux

politiques nationales sont nécessaires pour faciliter la prise de décision et l'action.
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Jusqu'a présent, tres peu d'exemples d'actions conjointes entreprises par plusieurs pays

dans le domaine de la gestion des ressources zoogénétiques ont éte regus.

Population raciale dans un pays

Y
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« taille et structure de Ia population
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Figure 21 : Informations nécessaires pour 1’établissement des stratégies de gestion. Tirée de

(FAO, 2008).
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I. Populations d’étude
1. Choix des animaux

L'analyse de la diversité génétique des animaux d'élevage a partir de marqueurs moléculaires
nécessite évidemment un échantillonnage des populations qui font ’objet de cette recherche.
Tout d'abord, il est bien connu que l'exactitude des résultats dépend de la taille de
I'échantillon. De plus, par exemple, si nous échantillonnons des individus de la méme famille
et donc génétiquement proches les uns des autres, les alleles portés par ce groupe risquent
d'étre surreprésentés et les résultats peuvent étre biaises.

En général, des échantillons de 20 a 50 individus de chaque race doivent étre sélectionnés afin
qu'ils soient pertinents. Cependant, le nombre d'individus échantillonnés peut varier d'un cas a
l'autre, il peut étre plus faible dans les populations locales fortement consanguines, et peut étre
plus élevé dans les cas ou la population est largement répartie (divisée en différents types
écologiques) (Nei et Roychoudhury, 1974; Nei, 1978). Dans I'idéal, I'echantillon devrait étre
représentatif de la population étudié, c'est pourquoi la FAO recommande ['utilisation de
normes geographiques, dans lesquelles chaque animal est échantillonné dans une zone
géographique différente. Animaux ou tres peu danimaux (non apparentes) (Parker et al,
2004).

2. Echantillonnage des populations d’études

74% (219 échantillons) des animaux de notre étude sont enregistrés au niveau du stud-book,
les autres animaux (26% ; 77 animaux) ont €té identifiés comme appartenant a une race
donnée avec l'aide de 'ONEDEC (Office National du Développement de I'élevage équin et
camelin) et de 'OMCB (I’Organisation mondiale du cheval Barbe). Dans le cadre de ce
travail de recherche, une enquéte sur site a été menée pour enrichir la banque d'’ADN équin
déja existante et initier par (Berber N, 2014). La période d'échantillonnage a durée 4 ans
(2016/2017/2018/2019) et est assurée par la collaboration avec divers collaborateurs ; la
direction des services agricoles (DSA), l'institut technique des élevages (ITElv), l'office
national du dévelopement de I’elevage du cheval et du chameau (ONDEEC), I’organisation
mondiale du cheval Barbe (OMCB), Haras Nationale Tiaret " jumenterie de Chaouchaoua ",

centre équestre et propriétaires de chevaux (agriculteurs et éleveurs amateurs).

A la fin de notre enquéte 296 cheveaux Algérien (inscrits au stud-book et d’origines

inconnue) de la race et répondant aux critéres d’échantillonnage définis précédemment ont été
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échantillonnés ( Tableau 2).

Au total, 21 wilayas couvrant une grande partie du territoire national ont été explorées
(Figure 22) (Tableau 2).
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Figure 22. Carte des sites d’échantillonnage en Algérie pour les huit races équines étudiées.
Bar Ol, Barbe Origine inconnue ; AB, Arabe-Barbe ; AR, Pur-sang Arabe ; BA, Barbe ; PS,
Pur-sang Anglais ; TF, Trotteur Francais ; SA, Selle Algérien ; SE, Selle.
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Tableau 2. Origine et nombre des échantillons des races étudiées

L y r . Nombre
Race Région d’échantillonnage d’échantillon
Tlemcen, Sidi Bel Abbes, El Bayedh, Saida, Oran,
Barbe Mascara, Mostaganem, Tiaret, Laghouat, Djelfa, 57
Blida
L Tlemcen, Naama, Saida, Laghouat, Relzaine, Msila 49
Origine inconnue Barbe
Tlemcen, Sidi Bel Abbes, Oran, Saida,
Arabe-Barbe Mostaganem, Chlef, Tiaret, El Bayedh, Laghouat, 56
Tipaza
Arabe Tlemcen, El Bayedh, Oran, Tiaret, Médéa, Alger, 59
Boumerdes, Djelfa, Biskra
Trotteur Frangais El Bayedh, Laghouat, Biskra, Boumerdes 26
Pur-sang Anglais Alger, Médéa, Boumerdes 21
Selle Algérien Tiaret, Saida, Relizane, Sétif 18
Selle Tlemcen 10
Total 296

Il. METHODES D'ANALYSES GENETIQUES
1. Extraction d’ADN et dosage

L'extraction d'ADN génomique a partir de sang total a été réalisée par la technique NaCl «
Salting out » (Miller et al, 1988) au niveau du laboratoire de Physiopathologie et Biochimie de
la Nutrition (PpBioNut) de I'Université de Tlemcen. Cette méthode est simple, peu codteuse et

trés rentable en termes d'extraction d'ADN par rapport a I’extraction par Kit génomique

Premierement, I'échantillon de sang subit une élimination des globules rouges avec une solution
de lyse hypotonique, suivie d'un choc thermique avec de la glace. Dans la deuxiéme étape, I'ADN
des lymphocytes est libéré. L'ADN est ensuite traité avec la protéase K, qui le dépouille de toutes
les protéines avec lesquelles il est lié. Il est ensuite précipité en ajoutant de I'éthanol froid sous
forme de filaments, qui s'assemblent rapidement en une masse blanc cassé appelée méduse.
Enfin, 'ADN pur est dissous dans du tampon TE 10/1 (Tris / HCI: 10 mM; EDTA: 1 mM; pH =
8,0) (Annexe 2).
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L'ADN extrait est d'abord stocké dans des tubes étiquetés en fonction de la race et de la région
de collecte, puis nous avons fait un aliquote de tous les échantillons dans lequel nous avons
prélevé 50 ul d'échantillon d'ADN de la solution mére (concentré a 100%) pour ensuite tester

leur qualité.
2. Controle de la qualité d’ADN et dilution

Cette étape et toutes les étapes de biologie moléculaire ont été réalisées au niveau du
laboratoire d'analyse génétique Vétérinaire de I'Institut Agronomique et Vétérinaire
Hassan Il, Rabat Maroc. Nous avons effectué un test de qualité de I'ADN en utilisant
un appareil fluorimétrique (Qubit 3 metic) (Figure 23) et un NanoDrop (Thermo)
(Figure 24) en utilisant la spectrophotométrie en goutte, ce qui permet de déterminer
la concentration d'ADN en solution et d'évaluer sa pureté. 2 uL de solution ont été

mesurés par rapport a un contréle approprié (matrice de solutiond’ADN).

Figure 23. Appareil fluorimétrique (Qubit 3 metic).

Principe : Le fluoriméetre Qubit est un instrument de laboratoire développé utilisé pour
la quantification de I’ADN, I’ARN et des protéines et utilis¢é dans de nombreuses

applications différentes.

Le fluorométre Qubit utilise des colorants fluorescents pour déterminer la
concentration soit d’acides nucléiques ou de protéines dans un échantillon. La
méthode de I’absorbance UV utilise un spectrophotometre pour mesurer I'absorbance

de la lumiére naturelle a 260 nm (pour I’ADN et de I’ARN) ou 280 nm (pour les
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protéines). Plus ’ADN, I’ARN ou de la protéine dans I'échantillon, plus la lumiére est
absorbée a cette longueur d’onde. L'absorbance est une propriété naturelle de I’ADN,
I’ARN, des nucléotides libres, des protéines et des acides aminés et de nombreux
autres composes aussi bien. Parce que tant de molécules absorbent la lumiere & 260
nm, cette mesure est soumise a 1’inexactitude en raison de la contamination potentielle
de I'échantillon avec ces molécules. En outre, en utilisant le procédé d'absorption, il est
impossible de faire la distinction entre I’ADN, I’ARN, une protéine ou nucléotides
libres ou des acides aminés dans I'échantillon, ce qui conduit a des mesures

potentiellement trés imprécises.

-Les colorants fluorescents : Les tests Qubit (précédemment connu sous le nom-iT)
Quant ont été développés et fabriqués par les précédentes sondes moléculaires
(maintenant une partie de Life Technologies). Chaque colorant est spécifique pour un
type de molécule (ADN, ARN ou protéine). lls ont une fluorescence extrémement
faible jusqu'a ce lie a leur molécule cible. La différence de fluorescence entre colorant
lié et non lié est de plusieurs ordres de grandeur. Lors de la liaison a I’ADN,
probablement par intercalation entre les bases, il prend une forme plus rigide et
devient intensement fluorescent. Une fois ajouté a une solution d’ADN, le colorant
ADN Qubit se lie a 'ADN en quelques secondes et atteint I’équilibre en moins de

deux minutes.

Lors d'une quantité spécifique du colorant, la quantité de signal de fluorescence a
partir de ce mélange, est directement proportionnelle a la concentration d'’ADN dans la
solution, méme en présence d'autres biomolécules. Le fluorométre Qubit capte ce
signal de fluorescence et la convertit en une mesure de la concentration d'ADN en se
référant a des sondes d'’ADN de concentration connue. Il utilise ensuite cette relation

pour calculer la concentration d'un échantillon.

Le systeme de dosage de Qubit comprend les colorants suivants qui sont spécifiques
pour différentes molécules biologiques et les concentrations (ds supports pour double

brin, ss pour I'ADN simple brin).

Tableau 3. Le systéeme de dosage de Qubit

plage de concentration de départ de

Réactif / dosage Plage de dosage I'échantillon

HS qubit ADNdb dosage 0,2 2100 ng 10 pg / pl-100 ng / pl




Qubit BR ADNdb dosage

Qubit ADNSss dosage
Qubit ARN Assay

Qubit ARN BR Assay

Qubit dosage de protéines

2-1,000 ng

1-200 ng

5-100 ng

20-1,000 ng

0,25-5 pg

B s Tars e
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100 pg / pl-1 pg / pl
50 pg / pl-200 ng / pl
250 pg / pl-100 ng / pl

1 ng/p-1pg/pl

12,5ug/ ml-5 mg / ml

Navosmor 2o00

Figure 24. NanoDrop2000c Thermo Scientific.

Le NanoDrop peut étre utilisé, entre autres, pour mesurer l'absorbance d'une solution a 260 et
280 nm. L'ADN a la propriété d'absorber a 260 nm du fait de la présence d'un cycle dans ses

bases azotées. L'absorption des protéines a 280 nm est due a la présence de résidus

aromatiques

Pour I'ADN double brin, I'unité d'absorbance a 260 nm correspond a 50 pug / ml De plus, le
rapport A260 / A280 donne une valeur permettant de vérifier la pureté de la solution d'ADN.
Si le rapport est compris entre 1,7 et 2,0, la solution est considérée comme une solution pure,

supérieure a 2,0 est contaminée par de I'ARN et / ou du sel, et moins de 1,7 est contaminée

par des protéines.
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Le NanoDrop est le dispositif de derniére génération qui permet un dosage précis de la
solution a partir de 2 pl en fonction de la source de photons générés par le flash au xénon. Le
principe est le méme qu'avec un spectrophotometre conventionnel, sauf pour le volume
d'échantillon ici, qui est de 2 ul. La lampe au xénon agit comme une source lumineuse, elle
est filtrée par un filtre monochromateur, le faisceau lumineux traverse I'échantillon puis est
détecté par un détecteur CCD. Les données sont traitées automatiquement avec un logiciel qui
obtient directement la concentration d'’ADN double brin en ng / ul ainsi que le rapport A260 /
A280.

Afin d'effectuer différentes amplifications par PCR, les échantillons d'ADN présentant des
concentrations élevées doivent étre ajustés par dilution. En fait, ces échantillons finaux sont

Conservez a -20 ° C pour une analyse ultérieure.
. Génotypage des marqueurs microsatellites par sequenceur automatique

Cette étape implique principalement I'amplification de microsatellites par une technique de
PCR qui génere des fragments de longueur variable d'un alléle a I'autre. En marquant I'une des
amorces avec un fluorochrome, nous pouvons déterminer la longueur exacte de chaque allele
microsatellite examiné par électrophorése capillaire. Etant donné que le dispositif utilisé peut
détecter cing fluorochromes differents et que le méme fluorochrome peut étre utilisé pour
plusieurs microsatellites différents (lorsque la taille maximale des fragments d'étiquette
differe de plus de 100 nucléotides de la taille minimale du microsatellite suivant dans l'ordre
de grandeur de lallele), nous pouvons réaliser des multiplexes dans lesquels plusieurs

marqueurs dans le méme tube peuvent étre renforcés.

3.1. Principes des techniques
3.1.1 Amplification des marqueurs microsatellites

a. Principe de la PCR classique

La PCR est une technique de biologie moléculaire développée par Mullis en 1985. En raison
de son activité polymérase, la Taq polymérase amplifie des fragments d’ADN double brin in
vitro extrait de la bactérie thermophile "Thermus acquaticus™ par un processus d'extension de
deux amorces (sens et anti sens) de 20 a 25 nucléotides, qui  sont complémentaires des

3’ extrémités des deux brins d'ADN et entourent spécifiquement la séquence & amplifier. La

PCR est basée sur un processus de cycle en trois phases (Figure 25) :

o Dénaturation de I’ADN double brin
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Cette étape implique la séparation de deux brins d’ADN par la chaleur (94 °Ca 92 ° C) en
rompant les liaisons hydrogene. Les deux brins simples résultants peuvent alors servir de

modele pour la synthese de nouveaux brins.
» Hybridation des amorces :

L'amorce shybride a n'importe quel ADN avec des séquences complémentaires. La
température de cette étape est spécifique a chaque protocole de PCR car elle dépend de la
longueur de l'amorce et de sa composition en oligonucléotide. Généralement, cette

température est comprise entre 45 ° C et 65 ° C.
«  Elongation des amorces :

Cette étape se déroule généralement a la température optimale pour I'ADN polymérase (72
° C) et sa duree dépend principalement de la longueur de I’amplimére. La polymérase
contient, a I'extrémité 3 'de I'amorce appariée a la cible, des ANTP de « désoxynucléotides
triphosphates » complémentaires de la séquence matrice avec laquelle elle est hybridée.
De cette maniere, chaque amorce est allongée dans la direction 5 ‘a 3'. Il en résulte deux
ADN bicaténaires.

Dans le cycle suivant, le brin nouvellement synthétise lui-méme sera utilisé comme
matrice pour initier I'étape de polymerisation de I'ADN polymérase. La répétition du cycle
triphase permet une amplification exponentielle de la séquence du génome cible, c'est-a-
dire que I'amplification théorique est égale a 2n fois, ou n représente le nombre de cycles
d'amplification effectués. Cependant, le rendement réel de la réaction d'amplification
d'’ADN est d'environ 70%.

Séquence d’intéret b
’ » - —
2o 1 2 . 3 *
. N ’ - -
3 7
Taq polymérase 4
—— Amorces

Figure 25. Schéma du principe de la PCR.

1 : dénaturation du double brin d’ADN par chauffage ; 2 : hybridation des amorces ; 3 :
synthése de la séquence complémentaire au brin matrice ; 4 : ce cycle de 3 étapes est

répété n fois.
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La PCR multiplexe implique lI'amplification simultanée de plusieurs séquences cibles (au
moins deux) dans le méme tube d'amplification. Par conséquent, la réaction
d'amplification comprendra des paires d'amorces flanquant plusieurs locus génétiques a
amplifier. Etant donné que la concentration optimale du réactif, le temps de réaction et la
température sont spécifiques a chaque paire d'amorces, veuillez prévoir ces différents
paramétres pour obtenir des résultats satisfaisants. L'analyse par PCR multiplex nécessite
également que différents fragments amplifiés aient des tailles différentes afin de pouvoir
déterminer a partir de quel locus génétique ils proviennent. Vous pouvez également
utiliser les amorces marquées. Les colorants fluorescents émettent de la lumiére de
différentes longueurs d'onde pour chaque site d'amplification. Cela permet de distinguer
les alléles avec différents marqueurs qui ont plusieurs loci génétiques qui se chevauchent
par rapport a la longueur du fragment (Figure 26). Cette méthode d'amplification réduit le

temps d'analyse ainsi que le colt et la quantite de materiel génétique utilisé.

‘ J s 6-Fam

-— ly  Ned

Figure 26. Exemple d’un résultat d’une PCR multiplex (Nikolic, 2009).

Chaque fleche horizontale représente un microsatellite, et la longueur des fleches la
fourchette de tailles attendues pour ses alléles. Ici, nous avons représenté trois
microsatellites par fluorophore (6- Fam, Ned et Hex) et nous pouvons voir
I’importance des tailles dans [’élaboration de nos jeux de marqueurs pour qu’il n’y ait
pas de recouvrement. Pour chaque marqueur la visualisation de 2 pics représente un

individu hétérozygote et un seul pic un individu homozygote.
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b. Electrophorése capillaire

Les fragments de PCR marqués par fluorescence ont été sépares par électrophorese
capillaire dans le systéeme d'analyse génétique du séquenceur HTDS 3500 (Applied
Biosystems /Hitachi) (figure 27).

Figure 27. Le séquenceur automatique HTDS 3500 (Applied Biosystems /Hitachi).
3.2. Protocole expérimental
3.2.1. Choix des marqueurs et préparation des amorces

Un panel de 17 marqueurs microsatellites a été sélectionné, tous ces marqueurs font
partie du panel microsatellites, dont la plupart sont sur la liste de la FAO pour I'étude
de la structure génétique des races équines a I'échelle mondiale. Ces marqueurs ont les

caractéristiques suivantes :

« lls sont tres nombreux (de 50 a 100 000 selon les especes) et ont une

répartition homogeéne dans le génome (Rognon et Verrier, 2007).
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« lls sont co-dominants et trés polymorphes (ou informatifs). Un marqueur est
considéré comme informatif s'il peut faire la distinction entre deux descendants

en fonction des alleles regus de I'un des deux parents (Boichard et al, 1998).

« A priori, ces marqueurs sont neutres par rapport au processus de sélection. Ils
sont le plus souvent localisés dans des régions non fonctionnelles du génome

(non associées a des genes fonctionnels sélectionnables).

« Outre ses caractéristiques génétiques, les microsatellites présentent un intérét
technique considérable. En fait, le génotypage de ces marqueurs est
relativement simple et rapide, et surtout peu codteux. Par conséquent, lorsque
vous utilisez des fluorophores de couleurs différentes pour marquer les
amorces (PCR multiplex), vous pouvez economiser de l'argent et augmenter le
nombre d'individus a analyser et le nombre de marqueurs a étudier en méme

temps.

Un jeu de 17 marqueurs microsatellites a été choisi pour le génotypage des races
équines algériennes. L'ensemble de ces marqueurs font partie de la liste recommandeée par le
Groupe Consultatif ISAG-FAO pour I’identification et le contrle de filiation des races
équines a 1’échelle mondiale. Dans notre étude, les 17 microsatellites sont répartis en un seul
kit: Le kit de génotypage de chevaux 17-Plex StockMarks (PE AppliedBiosystems. Foster
City. California. USA) peuvent étre effectuées en un seul cycle de PCR Amplifiez et
effectuez le génotypage en une seule fois sur un instrument de debit. Le kit comprend 17
marqueurs microsatellites (VHL20, HTG4, AHT4, HMS7, HTG6, AHT5, HMS6, ASB23,
ASB2, HTG10, HTG7, HMS2, HMS3, ASB17, Lex3, HMS1, CA425). Ceci a été accompli
en utilisant un nouvel ensemble de cing colorants fluorescents développés par Applied
Biosystems (DS-31), avec quatre des colorants utilisés pour marquer les amorces
d'amplification directe (6-FAM, VIC, NED et PET) dans chaque ensemble d’amorces. Les
amorces marquées avec le fluorophore 6-FAM émettent dans le bleu, et celles marquées par
le fluorophore VIC émettent dans le vert. Les amorces ayant le marquage NED (émettent
dans le jaune) et PET (émettent dans le rouge). Les caractéristiques de ces marqueurs sont

présentées dans le tableau 4.
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Le nouveau Kit équin contenait cing locus supplémentaires (ASB17, LEX3, HMS1, CA425 et
ASB23) en plus des 12 locus d'origine (VHL20, HTG4, AHT4, HMS7, HTG6, HMS6, HTG7,
HMS3, AHT5, ASB2, HTG10, et HMS2) recommandé par I'International Society for Animal
Genetics. Le kit fonctionne bien sur différentes plates-formes d'instruments (instruments ABI
PRISM 377, 310 et 3100) et dans une large gamme de concentrations de matrice d'ADN (1 a
10 ng). Combiner ces 17 locus et les amplifier en un seul cycle de réaction en chaine par
polymérase (PCR), ce qui améliore considérablement les capacités de test statistique de
l'analyse généalogique, tout en réduisant le temps et les efforts nécessaires pour effectuer ces
operations tester. Un standard de taille dans la voie marquée avec le cinquiéme colorant (L12)
fournit une détermination précise de la taille pour le génotypage. Le nouveau kit 17-Plex
Horse est congu pour améliorer l'efficacité du laboratoire en génotypant plus de marqueurs en

un temps plus court.

Tableau 4 : Noms des locus, emplacement des chromosomes, étiquette du colorant, et la
gamme de tailles des produits amplifiés pour tous marqueurs utilises dans le kit de

génotypage 17-Plex Horse. (Applied Biosystems, Foster City, Calif, USA)

Microsatellites Localisation Marqguage Taille des alleles
- (pb)
chromosomique
VHL20 30 6-FAM 83-102
HTG4 9 6-FAM 116-137
AHT4 24 6-FAM 140-166
HMS7 1 6-FAM 167-186
HTG6 15 VIC 74-103
AHTS5 8 VIC 126-147
HMS6 4 VIC 154-170
ASB23 3 VIC 176-212
ASB2 15 VIC 237-268
HTG10 21 NED 83-105
HTG7 4 NED 114-126
HMS3 9 NED 146-170
HMS2 10 NED 215-236
ASB17 2 104-116
LEX3 X 137-160
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HMS1 15 PET 166-178

CA425 28 PET 224-247

3.2.2 Amplification in vitro de I'ADN par PCR

La PCR a été réalisee en amplifiant 17 microsatellites couramment utilisés pour identifier et
contrbler les chevaux. L'amplification de I'ADN a été réalisée a l'aide du kit de typage équin
StockMarks (PE Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), qui comprend des amorces
marquées aux fluorophores, le kit contiendra des dNTP, AmpliTaq Gold® Polymerase
(Applied Biosystems) et le tampon Stockmarks®. Les concentrations des différents
composants sont optimisées par le fabricant afin de donner de bons résultats pour des
fragments allant jusqu’a 1 Kb. Un seul cycle PCR est nécessaire pour le génotypage des
équins. Montants de chacun des composants pour un cycle de PCR sont présentés dans le
tableau 5.

La concentration finale pour chaque réactif utilisé pour la PCR est le tampon stock = 1,25 uL,
D ntp =2 pL, Taq = 0,25 uL, H20 = 1,5 puL et 1,5 uLL d'ADN, le volume final de PCR mixte
¢tant de 8,5 pulL. La PCR a été realisée dans Applied Biosystems Thermal Cycler (systeme
GeneAmp PCR 2700). L'ADN a d'abord été dénaturé a 95 ° C pendant 15 minutes avant de
subir 30 cycles d'amplification. Chaque cycle comprenait une étape de dénaturation a 95 ° C
pendant 30 secondes, une étape d'hybridation a 60 ° C pendant 1 minute et une étape
d'élongation de 46 secondes a 72 ° C. Apres les 30 cycles d'amplification, une extension finale

dure 60 minutes a 72 ° C pour optimiser I'action de la Taq polymérase.

Tableau 5. Composants de réaction en chaine par polymérase (PCR) et la quantité de

réaction standard.

Composant PCR Montant (pL)
Stockmarks Buffer 1.25
dNTP mix 2
AmpliTag Gold Polymerase 0.25
DNA Template 1.5

Eau déminéralisée 15
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3.2.3 Dépét sur le sequenceur

Pour chaque échantillon, on prend 40 pl de standard liz 500 et 1 pl de formamide, le tout est
mélangé avec 1,8 pul d’ADN (produit de PCR) pour arriver a un volume final de 42,8 pl.

Les plaques ont été ensuite dénaturées & 95°C pendant 2 min, avant d’étre placées dans le
séquenceur sur un ABI PRISM 3500 (Applied Biosystems) et les données ont été analysées en
utilisant le logiciel GENEMAPER 5 (PE Applied Biosystems. Foster City. Californie,
USA).

3.2.4 Génotypage des microsatellites

Lors de la migration du produit de PCR dans le capillaire de séquencage, le fluorophore est
excité par le laser, et I'émission de fluorescence est expliquée par le programme Genemapper
5 (PE Applied Biosystems. Foster City. Californie, USA). Ce dernier permet de déterminer
le génotype de chaque échantillon de chacun des 17 microsatellites étudiés. La norme de taille
ROX 500 vous permet d'attribuer des tailles a différents pics d'intensité. Seules les cartes

d'une intensité supérieure a 300 nm sont conservees pour le génotypage.

I11. METHODES D'ANALYSES STATISTIQUES

1. Logiciels utilises

L'étude de la diversité génétique au niveau des especes animales nécessite l'utilisation de
méthodes statistiques spéciales executées par des programmes informatiques hautement
spécialisés. En effet, avec le développement de la science bioinformatique et de la génétique
des populations, certains logiciels statistiques ont été mis en service pour effectuer une
analyse approfondie des données fournies par les marqueurs moléculaires (tels que les
microsatellites et les SNP). Dans cette étude, nous avons utilisé 12 logiciels. Les tests réalises

par chaque logiciel sont mentionnés dans le tableau 6.

Tableau 6 : Logiciels utilisés Dans cette étude

Type de loiciel Site web Caractéristiques Références
GenAlEx 6.5 http://biology- Calcule la diversité et | Peakall and
assets.anu.edu.au/GenAlEx/Welcome.html la divergence | Smouse (2006,
génétiques. Test | 2012)

d'équilibre  d'Hardy-
Weinberg et les

déséquilibres de
liaison.
Popgene 1.32 https://sites.ualberta.ca/~fyeh/popgene_download.htm| Analyse de la variation

I génétique entre et
a



http://biology-/
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l'intérieur des
populations naturelles en Yeh et al.
utilisant des marqueurs (1997)
codominants et
dominants et des traits
quantitatifs

Cervus 3.0.3 http://www.fieldgenetics.com/pages/home.jsp Analyse de la fréquence | Marshall,
de l'alléle : Les tests de
parenté  utilisant la | (2006) ;
vraisemblance ] .
nécessitent des | Kalinowski et
fréquences alléliques.
Simulation et analyse des al. (2007)
parents

MEGA 6 http://www.megasoftware.net/ MEGA est un outil Tamura et al.
intégré pour effectuer
I'alignement automatique | (2013
et manuel des séquences
et inférer des arbres
phylogénétiques.

Dendroscope 3 http://dendroscope.org/ Est congu pour visualiser | Huson and
des arbres | geornavacca,
phylogénétiques de (2012)
toutes tailles Et peut étre
utilisé pour une variété
d'analyse des ensembles
de données moléculaires

Fstat 2.9.3 http://mww2.unil.ch/popgen/softwares/fstat.htm Programme complet sur | Goudet,
les indices en génétique (2001)

des populations pour
évaluer la diversité et la
divergence génétiques.
(Wright"s F-statistics
(Fir, Fis, FsT)

Arlequin 3.5.2.2

http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin35/Arlequin35.html

Les analyses des données
intra-population
(informations statistiques
sont extraites
indépendamment de
chaque population) et
inter-population (les
échantillons sont
comparés les uns aux
autres).

Excoffier et
Lischer (2010)

Genetix 4.05

http://mww.univmontp?2.fr/genetix/genetix/

Programme complet sur
les indices en génétique
des populations pour
évaluer la diversité et la
divergence génétiques
(Analyse Facturielle
Correspandant-AFC)

Belkhir et
al. (2000)

FreeNA

http://mww1.montpellier.inra.fr/CBGP/software/FreeNA/

Détecte les alléles nuls
au sein de marqueurs
microsatellites

Chapuis et
Estoup, 2007
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http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin35/Arlequin35.html
http://www.univmontp2.fr/genetix/genetix/
http://www1.montpellier.inra.fr/CBGP/software/FreeNA/

Populations d’Etudes & Méthodes

Phylip 3.696

http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html/

Calculs de distances
génétiques entre
populations, construction
d'arbres phylogénétiques
(UPGMA / Neighbor
Joining) & partir de
matrices de distances.

Felsenstein.
(1989)

Structure 2.3.4

http://pritch.bsd.uchicago.edu/software/structure 2_1.html

Identifie des groupes et

Pritchard et

assigne les individus aux al. (2000) ;
groupes les plus : ;
probables Falush et al.
(2007) ;
Hubisz et al.
(2009)
Structure http://taylor0.biology.ucla.edu/structureHarvester/ Le programme fournit un
Harvester 0.6.94 moyen rapide d'évaluer
et de visualiser les
valeurs de vraisemblance
a travers de multiples
valeurs de K et des Earl and
centaines d'itérations vonHoldt

pour faciliter la détection

du nombre de groupes (2012)
génétiques qui
correspondent le mieux
aux données.

2. Principes des analyses faites en génétique des populations

L'analyse de la variabilité des populations animales est basée sur deux niveaux de
variabilité: la variabilité intra-population et d'autres variabilités inter-populations. Ces
deux niveaux complémentaires. L'analyse des données de génotypage des marqueurs
microsatellites nécessite une méthode statistique spéciale. Le but de cette méthode est de
caractériser et de rechercher la structure et la proximité génétique des 8 populations

équines algérienne.

D'une part, la premiére analyse statistique nous a permis de comprendre I'écart de la
population étudiée par rapport a I'equilibre de Hardy-Weinberg (EHW), ainsi que la
structure de la population et la variabilité génétique. D'autre part, en attribuant des
individus a un ou plusieurs groupes « cluster », en calculant la « distance génétique » avec
l'arbre phylogénétique correspondant, en analysant multidimensionnel (AFC) et en

appliquant des algorithmes basés sur la méthode bayésienne de clustering .

2.1 Equilibre de Hardy Weinberg

L'équilibre Hardy-Weinberg est un principe fondamental de la génétique des populations
car c'est un bon descripteur de la structure génétique des populations naturelles. Ainsi,

idéalement la ou il existe une panmixie pour une population de taille infinie et qui ne subit
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aucune pression évolutive (dérive, migration, sélection, mutation), les fréquences des
génes et des génotypes ne different pas d'une génération a l'autre. C'est un équilibre pour

la population.

Dans le cadre de cette étude, la caractérisation génétique de 8 races équines algérienne et
la recherche de leur proximité génétique possible, a partir des différents parametres
calculés pour les 17 microsatellites étudiés. Ces parametres sont :

2.2 Test de conformité a I'équilibre de Hardy-Weinberg

L'équilibre de Hardy-Weinberg (EHW) a été prouvé au début du 20°™ siécle par le
mathématicien anglais GH Hardy et le médecin allemand W. Weinberg et déclare que «
les fréquences des alléles restent stables de génération en génération. Dans une population
diploide idéale et ne dépendent que de la fréquence de la premiére génération ».

Dans le cas le plus simple, avec un locus a deux alléles (A) et (a) avec la frequence des
alleles (p) et (q), la loi EHW prédit que la fréquence genotypique pour un homozygote AA
est p2, hétérozygote (Aa) est (2pq), et homozygote pour (aa) est (g2). Le concept

d'équilibre dans ce modéle est soumis aux conditions suivantes:

> la population est panmictique ;

> la population est de grande taille ;

» il ne doit y avoir aucune sélection, mutation ou migration; et

> les générations ne se chevauchent pas, c'est-a-dire qu'il n'y a pas de croisement

d’individus appartenant a différentes générations.

Les perturbations de 'EHW indiquent une divergence génétique dans les populations.
Cela dépend de quatre forces évolutives: la sélection, la mutation, la dérive génétique
et le flux génétique, décrites dans le premier chapitre. Une conséquence de ces forces
évolutives est la variation de la fréquence des alleles et de 'indice hétérozygote dans la

population par rapport a 'EHW.

Des écarts par rapport a la panmixie peuvent donc résulter de la voie non panmictique
de l'association du bétail (homogamie, hétérogamie, union entre apparentés, sélection
reproductrice), de la fragmentation de la population en sous-populations, c'est-a-dire
de l'effet Wahlund, et méme d'introductions récentes et / ou de croisements entre

différentes populations (hétérozygotie excessive).

Ces données peuvent étre tres utiles pour comprendre I'histoire de la population. 11 faut

également noter que I'échantillonnage crée parfois des biais en surreprésentant
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certaines structures familiales. En revanche, la présence d'alléles nuls ainsi que la
lecture d’artefacts ne sous-estiment I'hétérozygotie observée. Pour tester I'équilibre de
Hardy-Weinberg, nous définissons I'nypothése nulle HO (HO: la population est en

équilibre de Hardy-Weinberg).

Nous calculons ensuite l'indice de fixation intra-population (FIS) de Wright, qui
correspondrait a la perte actuelle d'hétérozygotie due a la consanguinité. Les résultats
sont interprétés par rapport a un seuil prédétermine (5%). Si la valeur P est inférieure a
0,05, I'nypothése HO est rejetée, c'est-a-dire que la valeur FIS dans la population
étudiée s'écarte significativement de [I'équilibre de Hardy-Weinberg (déficit
d'hétérozygotie si les valeurs FIS sont positives, et excés d'hétérozygotie si les valeurs
FIS sont négatives). En revanche, si la valeur P est supérieure a 0,05, HO est prise, la
valeur FIS n'est pas significativement différente de 0, et donc la population étudiée est
dans I'équilibre Hardy-Weinberg.

2.3 Fiabilité des loci microsatellites
2.3.1 Détection des alléles nuls

La problématique du génotypage pose de reels problemes en termes de fiabilité des
donnees. Pour déterminer si certains loci doivent étre eéliminés de l'analyse, le logiciel
FreeNA (Chapuis et Estoup, 2007) a été utilisé pour estimer la fréquence des alléles

nuls (I'erreur la plus courante) pour chaque locus et échantillon. Souvent rencontre).

2.3.2 Taux de polymorphisme (PIC)

Le taux de polymorphisme ou PIC “contenu d'information polymorphe™ fournit des
informations sur le polymorphisme marqué. Si les deux ensembles de descendants
peuvent étre distingués sur la base des alleles obtenus du parent, le marqueur est
considéré comme informatif (Boichard et al, 1998). La valeur de PIC est dérivée de la
somme de la probabilité que le marqueur fournisse des informations en fonction de la
configuration génotypique du parent, et varie de 0 (monomorphe) a 1 (hautement
différencié) (Leroy, 2008). Etant donné un locus avec n alléles, la fréquence de l'alléle

i dans la population est pi, le PIC de ce locus est calculé comme suit:

1

n n— n
PIC=1—ZP‘?'—2 Z Z Pip;
i=1

i=1 j=i+1
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2.3.3 Déséquilibre d*association

Ce paramétre permet de comprendre le comportement social qui contréle I'nybridation
des populations sauvages et la maniere dont la reproduction se fait au niveau du bétail.
Cela nous permet également de comprendre s'il existe des associations préférentielles
entre les alleles de différents loci dans un environnement donné, ce qui peut nous
informer sur les domaines possibles de la technologie animale. De plus, dans le cas
d'écarts par rapport a 'EHW, cette analyse peut également apporter des réponses. Les
paramétres ont été analysés a l'aide du logiciel Genepop (Raymond et Rousset,
1995). En utilisant la méthode de la chaine de Markov pour comparer la valeur de a
avec la valeur sans biais de P, la cohérence entre les données attendues et les données

observees est vérifiée (Guo et Thompson, 1992).
2.4 Analyse de la diversité intra-population

Dans un premier temps, I'étude s'est concentrée sur I'analyse de la variabilite génétique
dans la population étudieée. Analyser les génotypes obtenus a partir des microsatellites

étudies pour estimer les critéres suivants:
2.4.1 Richesse allélique

Il représente le nombre total d'alleles a un locus donné. Cependant, si le nombre
d'individus typés est petit et que les marqueurs sont hautement polymorphes, l'allele
peut étre sous-estimé, de sorte que les alleles rares ont peu de chance détre

échantillonnés (Rognon et Verrier, 2007).
2.4.2 Fréquences alléliques

La fréquence allélique est la valeur principale qui sert de base a I'analyse statistique de
la variation génétique d'une population, c'est-a-dire le pourcentage de toutes les
données du méme type dallele a un locus particulier de cette population (Hartl,
1988). Les fréquences des alléles ont été calculées pour chacune des races testées et
tabulées a l'aide du logiciel GenAlEx 6.5 (Peakall et Smouse 2006, 2012).

Par conséquent, la frequence de l'allele échantillon est égale a deux fois le nombre de
génotypes homozygotes pour cet allele (car chaque homozygote porte deux copies de
l'alléle) plus le nombre de génotypes hétérozygotes contenant cet allele (Parce que
chaque hétérozygote en porte un). Le nombre de copies) divisé par deux fois le
nombre total d'individus de I'échantillon (car chaque individu porte deux alléles a ce
locus) (Hartl, 1988).




Populations d’Etudes & Méthodes

La formule est la suivante pour calculer la fréquence Pi, de I’alléle i1 au locus k dans la
population X :

Pi'k.!: — Z{HHJ + ﬂi',-"rZN

nii est le nombre d’individus homozygotes pour I’alléle i au locus k
ni est le nombre d’individus hétérozygotes pour I’alléle i au locus k

N est le nombre total d’individus typés au locus k avec

YV V V VY

Ik : est le nombre d’alléles au locus k
Ik
i=l

2.4.3 Taux d’hétérozygotie

Le pourcentage d'hétérozygotie a un ou plusieurs loci est généralement utilisé pour évaluer la
variabilité génétique dans une population. La méthode la plus simple consiste a compter le

nombre d'individus qui sont réellement hétérozygotes.
» Taux d’hétérozygotie observé (Ho)

Le taux d'hétérozygote observé (Ho) est calculé a partir du rapport du nombre d'animaux

hétérozygotes au nombre total d'animaux typés pour le locus considéré.

» Taux d’hétérozygotie attendue He
Sous I'hypothése d'équilibre de Hardy-Weinberg, la formule suivante est utilisée pour
calculer I'hétérozygotie théorique (He) en fonction de la fréquence allélique

déterminée a chaque locus:

H.=1- __lpi';h'

v Pikx est la fréquence d’i¢me alléle a ce locus k
v Ik est le nombre d’alléles au locus k.
Et pour un ensemble de loci, une moyenne est ensuite calculée pour chacun de

ces taux, observé et théorigue.
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» Taux d’hétérozygotie non biaisé (Hnb)
Permet la correction en fonction de I'échantillonnage. Nei, (1978) propose d'utiliser
I'estimateur (Hnb) ou diversité génétique sans biais lorsque le nombre d'animaux

testés est faible, il est calculé a I'aide de la formule suivante:

. 2y {1 B EP:Z}
nbh — Eﬂ, _ 1

Ou

> Piétant la fréquence de I’alléle i au locus k dans la population x.
» nest le nombre d’individus étudiés.

Le taux d’hétérozygotie observé, théorique et non biais¢ ont été calculés a I’aide du logiciel

GenAlEx 6.5 (Peakall and Smouse, 2006; 2012).
2.4.4 Nombre efficace d'alleles

Le nombre efficace d'alleles (Ae) est défini comme l'inverse de la probabilité que deux

marqueurs choisis au hasard aient le méme allele (Rognon et Verrier, 2007). Dans un locus
donné, contenant plusieurs alléles indexés i et de fréquences appropriées pi(2i pi)=1, ce

parametre est exprimé comme suit (Crow et Kimura, 1970):

Ae = 1/2,:5:1;{1—15')

Et

H=1- ) p?
I

Le nombre efficace d'alleles est un critére de variabilité au sein de la population, qui peut
compléter I'analyse des fréquences alléliques. En fait, lorsque les fréquences alléliques sont
toutes égales, elle est égale au nombre total d'alleles d'une race donnée, et plus la fréquence
est déséquilibrée, plus elle est basse. Les alléles les plus fréquents sont ceux qui ont le poids le

plus élevé dans la valeur calculée. Ce paramétre est calculé en fonction de la fréquence
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allélique des microsatellites étudiés a I'aide du logiciel GenAlEx 6.5 (Peakall et Smouse

2006, 2012).
2.5 Analyse de la diversité inter-populations

La variabilité génétique entre les races est généralement exprimée en fonction de la distance
génétique entre races. Celles-ci peuvent étre transformées en mesures globales de diversite, en

phylogénie ou classification (Ollivier et al, 2000).

2.5.1 Analyse de différenciation des populations
a. Nei statistiques (1973)

La variabilité entre les populations peut étre comprise en mesurant le coefficient de
différenciation génétique (GST) de Nei (1973), qui fait partie de I'analyse de décomposition
hiérarchique de la diversité génetique. La diversité génétique totale (HT) de cette espéce peut
étre décomposee en diversité intra-population (HS) et diversite inter-population (DST). Les
indices HT et Hs sont calculés sous I'hypothese d'équilibre de Hardy-Weinberg et ne
dépendent que de la fréquence allélique observee par la formule suivante:

En effet, le coefficient de différentiation génétique (GST) indique, au sein d’un ensemble de
populations, la part de la variabilité totale qui est due a des différences moyennes entre ces

populations.

Il est calculé par le logiciel Fstat 2.9.3 (Goudet, 2001) selon la formule suivante :

Gst= (Hp — H)/Hy

L’indice HTt représente I’hétérozygotie attendue par individu, en supposant la population
globale a PEHW. En d’autres termes, c’est 1’hétérozygotie attendue si toutes les sous-
populations étaient regroupées en une seule unité panmictique. Si 1’on note pi~ la fréquence

moyenne de I’all¢le Ai sur I’ensemble des X sous-populations, on obtient :
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L’indice HS représente la moyenne des He (taux d’hétérozygotie théorique par population)

dans les X populations :

- ;Y

£ 5 X

b. F statistiques de Wright

Dans la population subdivisée, la complexité est divisée en trois niveaux: individu (I), sous-
groupe (S) et population totale (T). Dans ce travail, la population liée a la région représente la
sous-population, tandis que I'ensemble de la population représente la population globale. Afin
de mesurer l'organisation de la diversité génétique dans la population, Wright, (1978) a défini

les trois niveaux d'hétérozygotie a travers les parameétres suivants: HI, Hs et HT.

Il représente également I'hétérozygotie moyenne observée pour tous les génes (ou locus) d'un
individu. C'est aussi la probabilité d'hétérozygotie a un locus choisi au hasard. Donc, si Hi est
I'nétérozygotie observée dans la i-eme sous-population, alors pour la sous-population X, nous

obtenons la formule:

k
Hy = Z_Hi/x
i

Le second paramétre Hs indique 1“hétérozygotie attendue par individu pour chaque sous-
population en la supposant a 1“équilibre Hardy Weinberg. Il représente aussi 1“hétérozygotie
attendue dans une sous-population supposée a I“équilibre Hardy-Weinberg ou pi est la

fréquence du ieme alléle. Soit pour la Seme:

§k2
L

On notera Hs* la moyenne des Hs sur les X sous-populations :

i
H. = 1— Zﬂs;x
i
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Enfin, le dernier paramétre Hr représente 1’hétérozygotie attendue par individu, en supposant
la population globale a 1’équilibre Hardy-Weinberg. En d’autres termes, c’est 1’hétérozygotie
attendue si toutes les sous-populations étaient regroupées en une seule unité panmictique. Si
I’on note pi* la fréquence moyenne de 1’allele Ai sur I’ensemble des X sous-populations, on

obtient :

[
Hr=1-— ZPEE
i

A partir de cette hétérozygotie, trois indicateurs sont générés: FIS, FST et FIT. lls mesurent
I'écart de I'hétérozygotie par rapport a I'équilibre de Hardy-Weinberg (EHW) a différents

niveaux. Le premier indice FIS est déterminé par la relation:

He— H;j
Fis = —H:
Cet indice, appelé coefficient de consanguinité, mesure la réduction possible de
I'nétérozygotie des individus au sein de leur sous-population. En cas de consanguinité, cet
indice est positif et indique un déficit d'hétérozygotie. Evidemment, il prend la valeur zéro si
les sous-populations sont a8 EHW. En revanche, s'il est négatif, les populations présentent un
exces d'hétérozygotie. Entre les sous-populations et la population totale, I'effet de subdivision

est exprimé par un indice similaire:

Ce parametre est appelé indice de fixation et correspond a une diminution de I'hétérozygotie
de la sous-population associée a des différences de fréquences moyennes des alléles. L'indice
fournit des informations sur la différenciation de la population et les effets de subdivision.
Lorsque toutes les sous-populations ont la méme fréquence d'alléle et sont en EHW, il prendra
la valeur zéro. Sinon, l'effet Wahlund implique que HT est supérieur a HS, donc FST sera
positif. Enfin, la formule suivante donne la réduction de I'nétérozygotie entre l'individu et la

population globale théorigue:
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Hy_ Hj
Fn-'z —HT

Ces trois indices sont liés par la relation :

(1-Fir)= (1-Fpg){1 - Fe)

Si toutes les sous-populations sont dans EHW, alors FIS = 0, donc FST = FIT. En revanche,
s'ils sont tous situés dans I'EHW et ont la méme fréquence d'alléle, les trois indices seront tous
nuls. Dans ce cas, il n'y aura plus de division des sous-populations et la population totale est
en EHW. Comme déja souligne, l'indice de liaison FST permet de quantifier le degré de

diversité genetique entre les populations.

Les parametres FIT, FIS et FST déterminent respectivement les indices de fixation d'un
individu d'une population, d'un individu d'une sous-population et d'une sous-population. Le
FIT et le FIS mesurent la corrélation entre les gametes d'une méme personne choisie au
hasard dans la sous-population et I'ensemble de la population, respectivement. Le FIS permet
de mesurer le déficit local moyen d'hétérozygotie par rapport a la structure de Hardy-

Weinberg. La FIT mesure le déficit global d'hétérozygotie dans I'ensemble de la population.

Alors que FST représente la corrélation entre deux gametes tirés au hasard dans deux sous-
populations différentes et renseigne sur le niveau de différenciation ou I’individualisation des
sous-populations, déficit connu sous le nom de « effet de Wahlund », 0 < FST <1 (Nei,
1973). Le logiciel Popgene 1.32 (Yeh et al, 1997) a été utilisé pour le calcul de ces indices ; le

niveau du test de signification est : p <0,05.
2.5.2 Flux des géenes

La différenciation génétique entre les populations est favorisée par la dérive et limitée par le
flux génétique entre les populations. La relation entre le nombre effectif d'immigrants par

génération (Nm) et la différenciation génétique FST est la suivante:
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Plus la valeur de Nm est supérieure a 1, plus I’échange de génes est important. Dans notre
étude, les calculs de Nm entre populations ont été réalisés par le logiciel Genetix version 4.04
(Belkhir et al, 2002).

Plusieurs méthodes ont été proposées pour résoudre les différences génétiques et les relations
phylogénétiques entre les populations (Rognon et Verrier, 2007). Le calcul de la distance
génétique a pour but de quantifier les différences entre les individus (dans notre cas, la race).
Chaque groupe est défini par un certain nombre de criteres (comme la fréquence allélique), a
partir desquels la proximité ou la distance entre ces groupes peut étre estimée. Le concept de «
distance » équivaut a réduire les données a une seule valeur, qui représente la distance

séparant les différents groupes.

Dans ce travail, nous avons utilisé deux fonctions pour calculer la distance entre paires de
races selon l'approche classique basée sur la fréquence des alleles dans chaque race, en
gardant la distance standard de Nei, (1972) et Reynolds, (1983). Calculé par les logiciels
Popgene (Yeh et al, 1997) et Phylip (Felsenstein, 1993). Chacune de ces deux distances a
des propriétes specifiques et reste adaptée a ce type de recherche. lls ont été sélectionnés
spécifiqguement pour leur utilisation actuelle dans ce domaine. Rappelons que ces deux

distances ont été utilisées par 17 microsatellites de I'ensemble des 8 races algériennes.

2.5.3 Distances utilisées
a. Distance standard de Nei (1972)

Il est défini par le concept d'identité genétique. C'est le rapport de la probabilité que deux
alleles choisis au hasard dans deux populations soient identiques (indiscernables et différents
par descendance) a la probabilite que deux alleles obtenus a partir de la méme population
soient identiques. C'est la distance géomeétrique calculée en fonction de la fréquence allélique.

Cette distance prend en compte le modele mutation-dérive.

b. Distance de Reynolds (1983)

Cette mesure dérive de ’index de fixation Fst. Ce paramétre de distance génétique est estimé
entre paire de populations stationnaires, de taille égale a 2 N et qui ont divergé il y a t

générations selon la formule :

Fst=1—-(1—=) 21— e
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Sit est petit, alors :

i

VT e —
= = A

Reynolds a proposé de calculer les distances génétiques en fonction de ce parametre par la
formule suivante :

L
DZJHI:].—FE'F} :ﬁﬁ

Cette distance peut mesurer la différence de population due a la dérive génétique, elle
convient donc pour une courte période lorsque les mutations peuvent étre ignorées. Par
conséquent, la distance de Reynolds est considérée comme la distance la plus appropriée pour
étudier la relation phylogénétique entre les races de bétail (Baumung et al, 2004; Toro et
Lero, 2004; Negrini et al, 2006). Cette distance est generalement appelée coefficient de

coancestralité.
c. Corrélation entre matrices de distances génétiques

Sur la base de différentes théories évolutionnistes, il peut étre intéressant de comparer la

matrice de distance génétique entre les populations entre elles.

Comme décrit dans le programme XLstat 5.03 (2014), nous avons effectué la corrélation entre
deux matrices de distance (distance standard Nei et distance standard Reynolds) en utilisant le
test de Mantel. Le test de Mantel consiste a étudier la corrélation entre deux ou plusieurs
matrices par un processus de permutation (Mantel, 1967). La signification statistique du

coefficient de corrélation a été estimée par analyse de permutation en utilisant 1000 répliques.

2.5.4 Méthodes de construction des dendrogrammes

Les dendrogrammes sont des diagrammes qui expliquent graphiquement les degrés de
similitude entre les groupes et qui sont hiérarchisés en faisant la moyenne entre les distances
(Solignac et al, 1995).

Aprés avoir calculé les distances de Nei et Reynolds, diverses méthodes ont été utilisées pour
construire les dendrogrammes, en distinguant les hypothéses évolutives et les algorithmes.
Nous avons choisi « Unweighted Pair Group Method Analysis » (UPGMA) (Sneath et Sokal,
1973) et «Neighbour-Joining» (NJ) (Saitou et Nei, 1987) car elles sont les plus couramment
utilisées. Ces deux méthodes rassemblent des populations en commencant par la plus similaire

a la moins similaire. Ainsi, dans un premier temps, les populations les plus proches sont
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recherchées et regroupées. Une nouvelle matrice de distance est calculée, dont la méthode de
calcul différe selon la méthode (Laliberté, 1998).

a. Méthode “UPGMA”

C’est une méthode hiérarchique de construction d’arbre. Son principe repose sur le fait que la
distance entre deux clusters (populations ou groupes de population) est égale a la moyenne
arithmétique des deux par deux distances entre les membres des deux clusters. A chaque
étape, les deux populations les plus proches seront agglomérées, et ainsi de suite jusqu'a ce
que toutes les populations soient regroupées pour obtenir l'arbre final. Cette construction
impose I'nypothése que les vitesses d'évolution sont identiques entre les différentes branches
de l'arbre, et donc la distance mesurée dans l'arbre entre deux populations est proportionnelle
au temps de décalage entre ces dernieres. Par conséquent, ces arbres sont naturellement

enracinés.

b. Méthode “Neighbor-Joining”

L'algorithme aboutit a la construction d'un arbre ou la distance entre deux objets est égale a la
somme des branches qui les relient. Les longueurs des branches ne sont pas égales ici et ont
une certaine signification: elles représentent la quantité d'évolution de l'objet depuis sa

divergence.

Le principe de cette méthode est de déterminer les paires ou les voisins les plus proches pour
minimiser la longueur totale de I'arbre. Deux voisins sont deux objets connectés par un seul
nceud dans un arbre non enraciné (c'est-a-dire qu'il n'a pas d'origine et refléte la distance entre
les unités sans le concept dascendance). La topologie de l'arbre sera obtenue par
regroupement consécutif de paires adjacentes. Nous commengons par un arbre en étoile, ou
tous les objets sont a égale distance du nceud central, puis définissons des voisins de sorte que

s'ils sont regroupés, la longueur totale de l'arbre est plus courte.

L'ensemble des dendrogrammes que nous avons produit a été obtenu en utilisant les logiciels
Popgene 1.32 (Yeh et al, 1997) et Phylip (Felsenstein, 1993), a partir de la matrice de
distance génétiqgue de Nei, (1972). Et Reynolds, (1983), respectivement, entre les 8

populations équines étudiées avec 17 microsatellites.

La stabilité des branches obtenues dans les arbres est estimée a l'aide de la méthode dite
Méthodes de ré-échantillonnage bootstrap (Felsenstein, 1985). Il consiste a dessiner et a

changer le jeu de K caracteres parmi les K caractéres composant les données.
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Finalement, le niveau de diversité de la population a été calculé a laide d'analyses
hiérarchiques de variance moléculaire (AMOVA) réalisées par le logiciel GenAlEx 6.5
(Peakall et Smouse 2006, 2012). 1l s'agit d'une analyse hiérarchique de la variance dont les
données sont des distances génétiques entre individus et dont les hypotheses sont testées par
des tests de permutation. Cette analyse nécessite d'identifier des groupes d'individus et

d'affecter chaque unité a une sous-population au sein des groupes.
AMOVA décompose la variance totale en 3 composantes:

e Les variations entre les populations
e Les variations entre les individus a I’intérieur des populations

e Les variations dans les individus a I’intérieur des populations
2.6 Analyse factorielle des correspondances (AFC)

L'analyse de correspondance factorielle (AFC) introduite par Benzécri et al, (1973) a été
adaptée aux données génetiques diploides par She et al, (1987). AFC place chaque individu
dans I'hyperespace K-dimensionnel (K est le nombre total d'alleles présents dans tous les loci)
et les projette dans des plans définis par des axes orthogonaux (et donc indépendants), ce qui
explique le mieux la dispersion ponctuelle (méme principe que la régression). La mesure de la
précision de ces axes définis est le pourcentage d'inertie de chaque axe. Puisqu'il y a K axes,
un axe représentant 100 / K% d'inertie ne veut rien dire. Ainsi, l'inertie n'est pas seulement
proportionnelle a la quantité d'informations représentée par I'axe respectif, mais est également
fonction du nombre total d'axes (plus il y a d'axes, plus chaque axe peut avoir une inertie tres
¢levée). L’ AFC est une procédure qui peut s’avérer utile pour classer les individus en fonction

de leur proximité génétique.

Afin d'évaluer la relation phylogénétique entre les 8 races équines algériennes étudiées, les
résultats du génotypage de 17 microsatellites ont été utilisés pour I'analyse de correspondance
factorielle (AFC). Dans cette méthode, l'objet analysé est représenté sous la forme d'un nuage
des points dans I'nyperespace, qui a autant de dimensions que la forme (race et individu).
L'algorithme détermine une série d'axes de facteurs. Par convention, le premier axe est I'axe

qui contribue le plus a l'inertie totale Genetix 4.03 (Belkhir et al, 2002).
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2.7 Méthodes de clustering

La méthode développée par Pritchard et al, (2000) et décrit ci-dessus, par définition, peut
étre utilisée pour attribuer des individus & une population. De cette maniere, chaque race

forme un cluster (groupe de population).

Cette méthode définit les sous-groupes « K » en affectant des individus a un ou plusieurs
groupes « cluster » avec un certain pourcentage, sans aucune information préalable pour
savoir qu'ils appartiennent & un certain groupe. Démarrez l'analyse structurelle, le «
vieillissement » est de 50 000, puis effectuez 100 000 itérations. Fixez K entre 2 et 9, puis

effectuez vingt séries de simulation MCMC (Markov Chain Monte Carlo).

Afin de déterminer la valeur la plus probable de K et donc le nombre le plus probable de sous-
populations, la courbe d'évolution de la probabilité logarithmique en fonction de K peut dans
certains cas montrer un maximum ou un plateau en un point donné, qui est alors considéré
comme la valeur optimale de K (Pritchard et al, 2000). Cette méthode ne réussit pas
toujours, ce qui incite au developpement d'une autre méthode de sélection de K (Evanno et
al, 2005). Cette derniére méthode est basée sur la variation de second ordre du log-likelihood,
qui semble étre plus efficace pour certaines données (Camus-Kulandaivelu, 2007). Dans
notre étude, nous avons estimé la valeur la plus probable de K en utilisant I'indice de second
ordre A(K) selon Evanno et al, (2005) en utilisant l'application en ligne de Structure
Harvester 0.6.1 (Earl et Vonholdt, 2011).

2.8 Méthodes d’affectation des individus a une population

La capacité d'assigner un individu a une population est une approche particuliere de I'étude de
la diversité génétique entre les populations, car elle permet d'identifier la race de I'individu a
partir de I'échantillon d’ADN de maniére fiable. Cette affectation a également une utilité
beaucoup plus pratique lors de I’inscription a titre initial d’un individu de généalogie

inconnue a une race (Leroy, 2008).

L'allocation individuelle est définie comme la probabilité qu'un individu soit attribué a une
race, qui est calculée selon l'algorithme proposé par Paetkau et al, (2004). Le principe est
d'ignorer les informations sur l'origine des races animales, de les classer en fonction de leur
similitude avec les marqueurs microsatellites en fonction de leurs génotypes, de calculer la
fiabilité de la classification dans un grand nombre de répétitions (10000) puis cette
classification Comparez l'origine ethnique. Le logiciel utilisé est GeneClass2 (Piry et al,

2004). Les critéres de maintien de l'allocation sont les critéres de Rannala et Mountain,
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(1997), et l'individu est classé dans la population ayant la probabilité d'attribution la plus

élevée.

Selon le génotype de chaque individu, la méthode de la fréquence calculée consiste a estimer
la probabilité d'appartenir a une race différente et a l'attribuer a la race la plus probable.

Supposons que la population soit dans un équilibre Hardy-Weinberg (Gaouar, 2009).
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I. RESULTATS D’ANALYSES GENETIQUES

1. Qualité des ADN extraits

Apres analyse, du point de vue de la pureté de I'ADN, les échantillons d'ADN extraits par la
méthode Nacl ont montré une bonne qualité et qu’elle que signe de contamination saline et
protéique a été trouvé. D'autre part, tous les échantillons ont montré des concentrations tres
¢levées supérieures a 1000 ng / pl, ce qui était d0 a la nécessité de diluer 'ADN en exces de la
solution mere. En utilisant la technologie de "Salting Out" de NaCl pour extraire I'ADN du
sang de cheval entier, des résultats satisfaisants ont été obtenus en termes de pureté et de
récupération de I'ADN extrait. Par rapport aux Kits commerciaux, la technologie NaCl est
rentable et peu colteuse.

2. Résultat du génotypage des microsatellites

Une fois l'opération d'analyse des fragments d'’ADN par le séquenceur automatique terminée ;
apres lecture directe des résultats obtenus et spécification de la taille moleculaire réelle (Pb)
des différents alleles génotypés, I'électrophorégramme obtenu est analysé manuellement. On
a aussi observe l'apparition de pics a faible résolution qui sont due a des probléemes de niveau
de qualite (pureté) de I'ADN ou a des erreurs techniques lors de la PCR, la raison pour

laquelle des éechantillons ont été eliminés.

Les données de genotypage sont représentées sous la forme d'une matrice, avec des étiquettes
dans les colonnes et des individus dans les lignes. Chaque marqueur est représenté par deux
formes génotypiques (homozygotes ou hétérozygotes) avec des tailles respectives en paires de
bases (Pb) (Figure 28). Enfin, il convient de noter qu'en raison de I'échec de I'amplification de
I'ADN, 17 échantillons (08 Barbe Ol, 06 Barbe, 02 Arabe-Barbe, 01 Selle Algerien) ont été
¢liminées (donne un tableau montre qui montre qu’elles échantillons ont été éleminer), et
aucune information n'a pu étre observée aprés analyse des fragments. La matrice de données
finale a été récupérée dans un fichier Excel qui contenient 279 animaux génotypés par les 17

marqueurs microsatellites utilisés pour cette recherche.
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Figure 28. Exemple d’un électrophorégramme obtenu pour 17 microsatellites marqueés par les

fluorophores (6-Fam, Vic, Ned et Pet). Pour chaque marqueur la visualisation de 2 pics représente un

individu hétérozygote et un seul pic un individu homozygote. La taille de chaque alléle est donnée soit

en paire de bases (pb) ou bien par une nomination en lettre distinctif.

3. Erreur de génotypages des microsatellites

Tout le génotypage a été effectué en présence de contrbles négatifs pour estimer le taux

d'erreur. Lors de la lecture des profils génotypiques, il a été observé que certains profils

avaient un nombre d'alleles supérieur a 2, avec 3 ou 4 alléles (Figure 29). Ces profils tri ou

tétra-alléliques peuvent provenir d'une simple contamination.

Cependant, lorsque nous

obtenons deux zones avec des amplifications différentes, dont I'une a une intensité plus faible,
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cela semble étre le résultat d'artefacts lors de I'amplification, associés a des conditions

d'hybridation pas treés strictes.

A. Cas de contamination de I’ADN
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Figure 29. Exemple des profils tri ou tétra-alléliques pour certains microsatellites. A) Cas de
contamination de I’ADN. B) Cas des artefacts liés a des conditions d’hybridation moins strictes lors de

I’amplification.

4. Analyse de la diversité génétique
4.1 Equilibre de Hardy Weinberg
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Un test de déviation approfondi de Hardy-Weinberg (EHW) a été réalisé a l'aide du logiciel
Genepop (Raymond et Rousset, 1995). L'écart panmixique pour chaque population a éte
déterminé en comparant les valeurs de probabilité non biaisées. (Valeur P) estimée par la
méthode de la chaine de Markov (Guo et Thompson, 1992), c'est-a-dire apres correction de
Bonferroni (valeur P inférieure a a = 0,00294, cette correction consiste a diviser (o = 0,05)

par le nombre de facteurs analysés: dans ce cas, les 17 microsatellites étudiés).

Deux tests ont été utilisés: le premier est un test d’hétérozygotie excessive et le second est un
test d'hétérozygotie déficiente. Les races qui ne présentent ni exces ni déficit en hétérozygotes
sont considérées en équilibre. L’existence d’un tel déficit en hétérozygotes peut étre expliquée
par de nombreux facteurs. Il est possible que le mode d’union des reproducteurs ne soit pas
panmictique (unions entre apparentés, sélection des reproducteurs se fait selon un mode
homogame). La population peut également étre structurée en sous-groupes (effet Wahlund).
Enfin, ce déficit peut étre di a l'existence d'alleles nuls (alléles ne conduisant a aucune
amplification par PCR). Une mutation dans les séquences flanquantes des microsatellites
pourrait empécher la Taq polymérase d'amplifier 'ADN, conduisant a la présence d'alléles
nuls (Laliberté, 1998).

4.1.1 Test d'exces d'hétérozygoties

Aucun cas d’excés d’hétérozygoties n’a été enregistré pour les populations étudié pour tous

les marqueurs analysés.

4.1.2 Test de déficit en hétérozygoties

A D’échelle du test global, les résultats indiquent que les 8 populations étudies présentent un
déficit en hétérozygoties (Barbe, Barbe Ol, Arabe-Barbe, Trotteur frangais, Pur-sang, Arabe,
Selle Algérien et Selle), dont les valeurs de P sont largement inféricures a o (0,00294). La
race Arabe-Barbe détiennent le nombre le plus élevé (5 loci) en matiere de déficit en
hétérozygotie, suivie par la race : Barbe OI avec 3 marqueurs en déficit d’hétérozygotie, le
reste présente un jusqu’a deux marqueurs en déficit, il s’agit des races Pur-Sang, Arabe,
Trotteur Francais, Selle, Selle Algérien et Barbe (Tableau 7). Ces résultats confirment ceux
trouvés par Berber et al, (2016), a expliqué ce phénomene de carence en hétérozygotie
principalement par la subdivision des troupeaux en sous population (effet Wahlund) et 1’effet

pére.

En analysant les résultats du test de déficit d’hétérozygote sur I’ensemble des populations
pour chaque marqueur, nous observons que 06 loci : Lex3, HMS7, ASB23, HTG10, HMS3 et
, CA425 présentent un écart significatif a 1’équilibre de Hardy-Weinberg (EHW), pour le reste

88
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des marqueurs (11)HMS2,HTG7, HTG6, VHL20, AHTS5, AHT4, ASB17, HMSS,
HTG4,

HMS1 et ASB2 les valeurs de P sont supérieures a o = 0,00625 et donc il y a
absence de deéficit en hétérozygotie pour ces dernier.

Ce déficit trouve chez 06 loci sur 17 (environ 35,29 %) est le reflet de la
localisation génétique de chaque marqueur. En effet, les différentes régions du
génome ne réagissant pas de la méme maniére face aux différentes forces
évolutives, la proximité ou la liaison fonctionnelle d'un marqueur par rapport a une
région importante du génome diminuerait sa probabilité a évoluer est donc sa

variabilité génétique (Gaouar, 2009).

4.2 Fiabilité des loci microsatellites

4.2.1 Détection des alléles nuls

Les alleles nuls sont souvent rencontrés dans la recherche en génétique des populations
naturelles, bien qu'ils soient souvent négligés. En fait, il est probable que ce type d'allele
provoque un grand nombre de déficits d'hétérozygotie (De MeeQs, 2012). La fréquence de
l'alléle nul (p) détecté dans cette étude n'a pas eu d’impact sur nos interprétations. En effet, sur
toutes les locus analysés pour les différentes populations, r (la frequence des alléles nul) été
inférieur a 0,20 (<20%). La valeur maximale de r (la seule > 20%) a été enregistrée pour le
microsatellite (Lex3) ou r = 0.40 (annexe 3).

En général, dans la plupart des ensembles de données microsatellites, la frequence allélique
nulle acceptable (r) est inférieure a 0,4 et p <0,20 (Dakin et Avise, 2004). Par consequent,
nous reservons tous les loci pour analyser la diversité et la structure génétique de toutes les
populations de notre recherche.

4.2.2 Désequilibre de liaison

Ce parametre de déséquilibre de liaison entre les locus explique l'indépendance des
informations fournies par chaque site (Saleh, 2008). Dans cette étude, nous avons analysé le
déséquilibre de liaison entre des marqueurs appariés a deux niveaux : a l'échelle des 8
populations étudiées et a I'échelle de la population globale (toutes les populations sont traitées
comme une seule race).

a. Les résultats obtenus aprés une analyse du déséquilibre d'association (P inférieur a o =
0,00294) au niveau des 8 races équines étudiées (Pur-sang Arabe, Barbe, Arabe-Barbe, Barbe
Origine inconnue, Trotteur Francais, Pur-sang Anglais, Selle Algérien et Selle.) ont révelé un
nombre de 117 cas de déséquilibre d'association parmi les 1088 combinaisons possibles entre
les alleles des 17 microsatellites utilisés.

Pour les 8 races étudiées, 5 races étudiées présentent des déséquilibres de liaison (Annexe 4),

la race qui présente le plus de locus en déséquilibre est la race Barbe Ol et Arabe-Barbe, avec
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30 cas de déséquilibre identifiés, presque les mémes résultats ont été rapportés par Berber et

al, (2016). Sur 5 races algérienne en utilisant 14 Microsatellites. Pour le reste des races le
nombre de cas de déséquilibres d'associations est : (14) pour le Selle, (04) pour le Barbe et
(03) pour I’Arabe. les trois races qui reste (Selle Algérien, Pur-sang et Troutteur Frangais) ne
présente aucun cas de désequilibre de liaison.

En absence de liaison physique entre ces microsatellites, ce résultat peut étre expliqué par des
relations fonctionnelles spécifiques a I'environnement, un comportement social différent d'une

race a une autre et/ou une consanguinité élevée (Gaouar, 2009).
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Environ 34 cas de manque d'information ont été observes : 17 cas pour le Barbe Ol, 15 cas

pour I’ Arabe-Barbe et 2 cas pour le Barbe.

b) a I’échelle global le test de déséquilibre de liaison, pour chaque paire de locus pour
I'ensemble des populations, met en évidence 45 cas de déséquilibres d'association (P value <
0,00625).

Ce résultat peut étre expliqué d'une part par un déséquilibre fonctionnel spécifique a I'espece
et/ou I’environnement n’a que peu ou pas d’influence et d'autre part, par la présence probable
des microsatellites CA425, HMS1, Lex3, HMS3, ASB17, HMS2, HTG7, HTG10, ASB2,
ASB23, HMS6 et AHTS5 dans une région a effet pléitropique du génome.

4.2.3 Polymorphisme des marqueurs microsatellites

Un total de 170 alléles provenant de 17 loci microsatellites a été observé pour les 279 chevaux
étudies (Tableau 8). Ces résultats sont légérement similaires aux 177 alleles observés par une
étude coréenne sur 17 microsatellites pour les 3880 chevaux Halla (Seo et al, 2016).
Cependant, il était beaucoup plus élevé que dautres études utilisant des marqueurs
microsatellites, soit 157 alléles observés chez 96 individus (pour trois races de chevaux
indiennes) avec 20 microsatellites polymorphes (Chauhan et al, 2011), 118 alleles détectés
chez 1032 pur-sang italiens (Mario et al, 2019), 137 alleles pour 17 marqueurs
microsatellites détectés sur 200 chevaux Barbe du maroc (Piro et al, 2019), 130 alléles
Szilvia et al, (2013) et 115 alléles ont été observés chez les 300 chevaux en Tunisie (Ouled
Ahmed et al, 2018) et 123 alleles obtenus chez les 201 chevaux en Algérie (Berber et al,
2014). D'un autre cOté, il était bien inférieur aux 330 alleles détectés dans les 26 races de
chevaux chinoises indigenes en utilisant 27 marqueurs microsatellites par Ling et al, (2011) et
bien inférieur aux 282 alléles identifiés chez 74 animaux pour les 29 microsatellites utilisés
par Dorji et al, (2018).

Le nombre dalleles varie de 5 (HTG7) a 15 (ASB17), avec une valeur moyenne de 10
(Figure 30). Le nombre d'alléles observés a un locus indique sa variabilité génétique. Ainsi,
selon Barker, (1994), ce nombre doit étre supérieur a 4 pour réduire I'erreur standard dans
I'estimation des distances genétiques. Le nombre d'alleles efficaces (Ae) varie de 2.213
(HTGT7) a5.923 (Lex3), avec une moyenne globale de 3.977.

Le nombre moyen d'alléles dans notre étude (6,632) est inférieur a la valeur rapportée par
Berber et al, (2014) (8,89) sur 5 races algériennes et Solis et al, (2005) sur quatre races de
chevaux indigénes d'Europe du Sud, soit (9,1). Mais elle est supérieure a la valeur de 5,2

trouvée dans I'étude de Behl et al, (2007) sur cing races de chevaux indiens, la valeur de
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5,8trouvée par Tozaki et al, (2003) sur les chevaux japonais et asiatiques, la valeur de

6.6 observées par Canon et al, (2000) sur les chevaux celtiques espagnoles et Kusza et al,
(2013). La différence de valeur observée entre les races étudiées peut étre due au nombre de
microsatellites utilisés, au nombre d'individus analysés dans chaque étude, ou aux

particularités liées a la structure de population de chevaux étudiée.

Le PIC est un indice idéal pour mesurer le polymorphisme des marqueurs. Selon Botstein et
al, (1980), un PIC supérieur a 0,50 indique un locus trés informatif, un PIC compris entre 0,50
et 0,25 indique un locus moyennement informatif, et un PIC inférieur a 0,25 indique un locus
peu informatif. Dans notre étude, toutes les valeurs (PIC) sont supérieures au seuil
d'information (PIC> 0,5) pour tous les microsatellites, de sorte que la valeur la plus élevée est
la plus faible a été observée pour Lex3 (0,909) et CA425 (0,742) avec une moyenne globale
de 0,832 (Tableau 08). Les résultats de cette étude indiquent que la majorité des marqueurs
sont trés informatifs, et tous les marqueurs ont montré un écart significatif par rapport a
I'équilibre Hardy-Weinberg. Selon Botstein et al, (1980), si les valeurs (Pic et Ho) obtenues
dépassent respectivement 0,6 et 0,5, les marqueurs microsatellites sont considérés comme tres
informatifs. Dans cette étude, tous les marqueurs ont une moyenne PIC supérieure a 0,5. En
revanche, cinq marqueurs (Lex3, HMS3, HTG7, HMS1 et CA425) n'ont pas atteint la
fréquence de 0,6 d'hétérozygotie observée.
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Figures 30 : Nombre d’alléles mis en évidence pour chaque marqueur microsatellite dans les 8

populations étudiées.

La valeur moyenne d’hétérozygotie observée (Ho) la plus faible et la plus élevée étaient de

0,435 pour le microsatellite Lex3 et de 0,831 pour le microsatellite HTG7, respectivement,
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avec une moyenne globale de 0,672 parmi les 17 microsatellites étudiés. La valeur moyenne

estimée d'hétérozygotie attendue (He) variait de 0,536 (HTG7) a 0,828 (Lex3) avec une
moyenne globale de 0,714 (Tableau 8).

Les F-statistiques de Wright, (1968) (Fis. Fit et Fst) a décrit le niveau statistiquement attendu
d'hétérozygotie dans la population. Les valeurs moyennes de Fis, Fit et Fst étaient
respectivement de 0,053, 0,102 et 0,052.

Le déficit d’hétérozygotie a I’intérieur des populations (Fis) varie entre -0.0117 pour HMS6 et
0,474 pour Lex3 avec une moyenne totale de 0,053 pour I’ensemble des loci. Sept marqueurs
VHL20, HTG4, AHTG4, HTG6, HMS6, ASB2 et ASB17 ont présenté des valeurs de Fis
négatives ce qui signifie que, dans ’ensemble des populations, il y a eu plus d’hétérozygotes

que prévu pour ces marqueurs.

La valeur FiT represente le déficit global en hetérozygoties dans les populations. Le tableau 8
montre que les valeurs des paramétres de F-statistiques obtenues pour I’ensemble des 8
populations équines étudiées et pour chaque microsatellite varient de -0,076 pour le marqueur
HMS6 a 0,499 pour le marqueur Lex3, la valeur moyenne est de 0,102. La moyenne de
I’indice de fixation de chaque population (Fst) est de 0,052, variant de 0,026 pour HMS1 a
0,092 pour HTG6 (Tableau 8).

La valeur FST que nous avons obtenue est égale a 0,052, indiquant qu'il existe une
différenciation génétique modérée parmi les 8 populations de chevaux étudiées. En fait, 5,2%
de la variation totale est due aux différences entre les populations, tandis que les différences

intra-population expliquent 94,8% de la variation totale.

La valeur globale obtenue (Dst) decrivant la diversité entre les races était de 0,025. La
moyenne globale de la valeur (Gst) déterminant le coefficient de différence des génes était de
0,033. La diversité des genes de Nei (Hr) variait entre 0,574 (HTG7) et 0,872 (Lex3). Tous
les loci microsatellites se sont écartés de I'équilibre de Hardy — Weinberg. La présence
d'alléles nuls, définis comme des alléles non amplifié dus a des mutations au niveau des sites
d'amorcage PCR, entraine une surestimation des valeurs de Fst et de distance génétique. La
fréquence de l'alléle nul variait de 0,0070 pour le marqueur HMS6 a 0,2155 pour le marqueur

Lex3 avec une moyenne globale de 0,043 (Tableau 8).

La fréquence globale des alléles nuls dans notre étude est présente avec une moyenne
inférieure a 0,2 (seuil Null f <0,2) indiquant que le génotypage a un taux d'erreur trées faible
(Dakin et Avise, 2004). La valeur moyenne de nos génotypes pour Dst = 2,5%. Cette valeur

est inférieure a la valeur Dst = 7,6% observée par Ouled Ahmed et al, (2018) pour les mémes
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marqueurs microsatellites. Ces résultats montrent I’existence d’une faible diversité génétique

entre les populations équines étudiées. La valeur moyenne de Gst obtenue (3,3%) dans notre
étude est supérieure a celle observée (1,2%) par Piro et al, (2019). Mais, inférieur a celle qui
a été observé chez les races équines tunisiennes (8,8%) (Ouled Ahmed et al, 2018). La valeur
moyenne du Gst de 3,3% explique que la variation génétique totale résulte de différences
entre les populations. A tous autres égards, on peut dire que 96,7% de la variation génétique
est causée par la différence entre les individus.
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4.3 Diversite intra populationnelle

Ces derniéres années, le nombre de chevaux en Algérie a considérablement augmenteé, ce qui
signifie que les races de chevaux occupent actuellement une place importante par rapport aux
autres animaux d'élevage. En Algérie, Il'identification des races équines est devenue un
phénomeéne tres important. L'identification génétique moléculaire est un outil trés important
qui doit étre pris en compte pour les enregistrements de performance et I'évaluation
morphologique des élevages équestres. L'étude de la variabilité intra-race a été menée a
travers les résultats du génotypage de 279 animaux appartenant a 8 espéces par 17

microsatellites.

4.3.1 Diversité allélique

L'analyse des fréquences de tous les alléles de chaque race a donné une idée sur la variabilité
génétique au sein de chaque race, mais l'information était encore trop vague et ne donnait pas
d'idées précises sur la différenciation raciale. L'analyse d'autres indicateurs de variabilité
révélera plus d'informations sur leur diversité genétique au sein de la population. Le tableau 9

énumere les parametres de la diversité génétique au sein de la population.
4.3.2 Nombre allelique

Il représente le nombre total d'alleles (Na) a un locus donné. Cependant, si le nombre
d'individus étudiés est petit et que les marqueurs sont hautement polymorphes, les alleles
peuvent étre sous-estimés, et les alleles rares ont peu de chances d'étre echantillonnés
(Rognon et Verrier, 2007). Sur la base des résultats des 8 races étudiées, nous avons
remarqué que le nombre d'alleles pour chaque race variait de 84 a 134, avec une moyenne de
(112,75), et le nombre moyen dalleles (MNA) par locus le plus élevé est observée chez la
race Arabe-Barbe (7,882), la race Barbe (7,706) et la race Barbe Ol (7,529). Les races Pur-
sang et Selle avaient les alleles moyens les plus bas 5,529 et 4,941, respectivement, ce qui
peut s'expliquer par la faible taille de I'échantillon de ces deux races (tableau 9) (Andru,
2012).

4.3.3 Richesse allélique (Ra)

Le logiciel Fstat (Goudet, 2001) a été utilisé pour calculer la richesse allélique, qui pondére le
nombre d'alléles lié a la taille de I'échantillon et limite I'écart causé par I'échantillonnage. Pour
toutes les races étudiées, les valeurs de richesse allélique étaient comprises entre 4,672 et
5,783. La valeur la plus faible est enregistrée pour la race Pur-sang, (4,672). La race Arabe-
Barbe possede le plus grand nombre d'alléles (5,783). Dans notre étude la richesse allélique
est de I'ordre de 5,124 pour I’ensemble des 8 populations étudiées, ce quiest relativement

important dans les études de caractérisation ces équines (Tableau 9).
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4.3.4 Nombre efficace d'alléles (Ae)

Le nombre effectif d'alleles (Ae) est défini comme l'inverse de la probabilité que deux
marqueurs, choisis au hasard, aient le méme allele (Rognon et Verrier, 2007). Le nombre
dalleles efficaces (Ae) dans la population équine algérienne est de 3,977. La valeur de ce

paramétre varie de 3,492 pour la race Selle a 4,522 pour la race Arabe-Barbe. (Tableau 9).
4.3.5 Alléles privés

Les alléles prives sont a l'origine de la diversité génétique (Petit et al, 1998). 21 alleles
privés sont représentés avec des fréquences inférieures a 5% dans toutes les races, a
I'exception de la race Selle Algérien et Selle, ou aucun alléle privé n'a été détecté (tableau
10). 5 allele privé étaient spécifiques pour les races Arabe-Barbe et Trotteur Francais, et les
races Barbe Ol, Barbe, Arabe et Pur-sang présenté respectivement 4 ,3 et 1 alléles privés.
Ces résultats sont supérieurs aux 20 et 12 alleles privés identifiés par Putnova et al,( 2019),
chez les chevaux tchéques et Berber et al, (2014), chez 5 races algériennes, respectivement.
La majorité de ces alleles privés sont exprimés par de faibles frequences, dont la fréquence
maximale est de ’ordre de 4,8 % pour I’all¢le 102 (HTG6) chez la race Pur-sang, la faiblesse
de ces fréquences indique une faible contribution de ces alléles a la variation génétique. Par
ailleurs I’existence de nombreux alléles privés dans une population démontre son originalité
(Fotsa, 2008). 11 marqueurs génétiques utilisés dans cette étude présentent au moins un alléle
privé dont la majorité est exprimé chez la race Barbe Ol (Tableau 10), les microsatellites
(HTG4, HTG10, HTG7, HMS1, CA425) sont dépourvus d’allele privé. On remarque aucuns

alleles privés pour les races Selle Algérien et Selle.

4.3.6 L’hétérozygotie observée et attendue

Le tableau 11 résume le taux d'hétérozygote observé (Hobs), le taux d'hétérozygote attendu
(He) et le taux non biaisé (Hnb) de 17 microsatellites calculés a I'aide du logiciel
GenALEX6.5 (Peakall et Smoke 2006, 2012). Le nombre d'échantillons représentant
certaines des races etudiées étant faible (par exemple 10 pour la race Selle), il est préférable
de considérer I'hétérozygotie attendue non biaisé. En effet, comme I'hétérozygotie et le taux
d'hétérozygotie théorique observés varient en fonction du nombre d'alléles détectés, ils

peuvent étre sous- estimés si le nombre échantillon est trop faible.

Le plus faible taux d’hétérozygotie non biais¢ enregistré a été observé pour la race Pur-sang
(0,717) tandis que le taux le plus important est celui de la race Arabe-Barbe (0,753) qui
présente la plus importante diversité génétique, parmi les 8 races étudiées, pour les 17

marqueurs analysés. (Tableau 11).
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Nous notons que ces taux sont fortement affectés par le nombre total d'alleles dans chaque
race car le taux d'hétérozygote le plus bas est celui qui a le moins d'alleles, mais cet effet n'est
pas proportionnel en raison de la différence entre les contextes zootechniques et
environnemental: effet paternel, déséquilibre d’association, sélection et consanguinité

(tableau 11).

Nous constatons que les huit populations étudiées ont une valeur d'hétérozygotie observée
plus faible que celle de I'hétérozygotie attendu (Ho = 0,672 et He = 0,714). Cela est
probablement di au type de gestion du bétail (Jemmali et al, 2015), le méme rapport a été
obtenu par Piro et al, (2019) et Ouled Ahmed et al, (2018). En effet, la moyenne attendue
des hétérozygotes pour les huit races étudiées est parmi les plus élevées comparées avec les
populations équines étudiées par (Piro et al, 2019 ; Senju et al, 2016 et Khanshour et al,
2019 ; 2013) a l'etude menée par (Berber et al.2014 et Bigi et al.2012), et inférieure a celle
obtenue par (Ouled Ahmed et al, 2018 ; Seyedabadi et al, 2017 et Cortes et al, 2017).
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4.4 Diversité inter populationnelle
4.4.1 Paramétres de différenciation des populations

La méthode la plus classique et probablement la plus ancienne de caractérisation de la
population sont les indices de fixation proposés par Wright, (1969). En effet, les statistiques
F permettent de décrire la structure de la population, la distribution de la variation génétique
entre et au sein des populations en estimant la variance standardisée de la fréquence des
alleles entre les sous-populations (Wright, 1978). Les statistiques de F Wright permettent
également de comprendre la structure génétique d'une espéce en estimant d'une part la liaison
allélique dans toutes les populations (Fit) et dans les sous-populations (Fis) et d'autre part la
variation génétique entre sous-populations (Fst).

a. Indice de fixation Fis

Fisou le coefficient de consanguinité est théoriquement compris entre [-1 ; +1], Fis< 0

signifie que la sous-population présente un exces d’hétérozygoties qui peut étre di :

e Systeme de reproduction hétérosexuel (entre différents individus).

e lasélection de I'hétérozygotie au locus considéré.

Cependant, si le Fis> 0 cela signifie que la sous-population présente un deficit
d'hétérozygotie da a:

e Un régime de reproduction fermé (consanguinité ou homogamie) ou a une sous
structuration lors de I'échantillonnage,
e La présence d’all¢les nuls.

e Une sélection des individus homozygotes au locus considéré.

Dans notre étude, le Fis moyen calculé pour tous les loci de chaque population (tableau 12),
sont tous positives, variant de 0,137 pour la race Selle a 0,048 pour la race Arabe.

e Toutes les races étudies ont des valeurs de Fisqui sont significativement supérieures a
zéro. Par conséquent, ces populations présentent un déficit général en hétérozygotes.
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b. Indice de différenciation Fst

Le Fst mesure la différenciation entre groupes ou sous populations. Ce parametre est compris
entre 0 et 1. Un Fst > O reflete une différenciation entre les populations. Le minimum 0
indique une absence de divergence génétique entre les populations. Wright (1978) propose

certains critéres pour une interprétation qualitative des Fst a savoir:

e L’intervalle de 0 a 0,05 indique une faible différenciation génétique quiest toutefois
non negligeable.

e L’intervalle de 0,05 a 0,15 indique une différenciation génétique modérée.

e L’intervalle de 0,15 a 0,25 indique une importante différenciation génétique.

e L’intervalle FST > 0,25 : indique une trés importante différenciation génétique.

Ce dernier intervalle de valeur peut nous indiquer sur le fait que les deux taxons appartienne a

deux especes différente mais proche sur le plan phylogénétique.

Le tableau 13 donne les valeurs de Fst entre les différentes populations equines étudiées.
D’une maniére générale, les valeurs sont modérément faibles et similaires pour tous les
systéemes etudiés, mais tres significatives (p <0,001). La valeur globale du Fst était bien
supérieure aux 0,3% et 0,6% obtenus par Jemmali et al, (2015) et Dorji et al, (2018),
respectivement sur les races tunisiennes et trois races de chevaux traditionnelles du Bhoutan,
et Iégerement similaires aux 5% rapportés par I'étude de Berber et al, (2014) sur 5 races
algériennes. Cependant, il était inférieur a 10% rapporté par Petersen et al, (2013) sur 36

races equines. La grande valeur de Fst dans ces études est probablement liée au fait que ces
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travaux ont étudié des races sans relation génétique entre elles (Races de cheval /
équitation, chevaux lourds, poneys). En revanche, dans notre étude, toutes les races
analysées ne sont pas isolées, car en général, les éleveurs pratiquent une reproduction

anarchique entre eux expliquant la valeur Fst faible.

c. Indice Fit

Fir est une composante du Fis et du Fst. Le tableau 14 présente les valeurs des parametres
statistiques F obtenus pour les huit populations équines étudiées et pour chaque
microsatellite. Les valeurs Fir vont de -0,0760 pour le locus HMS6 a 0,4986 pour le locus
Lex3. La valeur Fi7 indique un déficit en hétérozygote global de 10,7% parmi les huit
populations étudiées. Nous avons obtenu une valeur Fst de 0,052 sur les populations
étudiees, indiquant une variation génétique moderée entre ces dernieres. En fait, 5,2% de la
variation totale est donc due aux difféerences entre les populations, tandis que les
différences intra-population expliquent 94,8% de la variation totale.

d.Flux des genes

Le flux génétique (Nm) entre les populations appariées étudiées montre que la valeur entre la
race Arabe-Barbe et la race Barbe est le plus élevée (72,97), entre la race Arabe-Barbe et la
race Barbe Ol (52,92) est relativement eleve. Le Nm le plus faible (3,26) a été enregistré entre
la race Selle et le Pur-sang (tableau 15). Ces résultats confirment I'influence plus significative

de la race Barbe et Barbe Ol sur le génome de la race Arabe-Barbe.

4.4.2 Distances génétiques et établissement des relations phylogéniques

a. Distances génétiques et corrélation

Les fréquences alléliques obtenues a partir des 17 microsatellites nous ont permis de calculer
deux types de distances : la distance standard de Nei, (1972) a I'aide du logiciel Popgene (Yeh
et al, 1997) et de Reynolds, (1983) a l'aide du logiciel. Phylip (Felsenstein, 1993). Ces deux
distances sont basées sur différentes théories évolutives : le modeéle de (dérive — mutation)
pour la distance standard de Nei et la dérive genétique seule pour la distance de Reynolds. Les
résultats de ces deux distances sont présentés dans le tableau 16. Ensuite, cette matrice de

distance nous a permis de construire un arbre phylogénétique.




Résultats & Discussion
Le calcul de la distance génétique de Nei ou celle de Reynolds montre que : la valeur la plus
faible est trouvée entre la race Barbe et la race Arabe-Barbe avec la distance de Nei (0,038) et
de (0.003) avec la distance de Reynolds (Tableaul6), tandis que la race Pur-sang montre une
grande distance genétique avec la race Selle par I'utilisation de la distance Reynolds (0,076)
et avec larace Selle Algérien par ’utilisation de la distance de Nei (0,272).

b. Arbres phylogénétiques (dendrogramme).

Un arbre phylogénétique a été construit a partir des résultats de distance génétique de
Reynolds, (1983) en utilisant la méthode de construction « Neighbours-Joining » grace aux
logiciels MEGA 6 (Tamura et al, 2013) et Dendroscope (Huson et Scornavacca, 2012). La
figure 31 représente le dendrogramme des 8 populations équines étudiées obtenu a partir du
polymorphisme des 17 microsatellites utilisés. L’analyse de la robustesse des arbres a été

réalisée par le test de bootstrap aprés 1000 permutations des marqueurs.
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Figure 31. Arbre Neighbour-Joining basé sur la distance de Reynolds pour les huit

races équines étudiées.

Bar: Barbe, Bar Oi: Barbe origine inconnu, AB: Arabe-Barbe, AR: Arabe, PSThoroughbred
(Pur-sang); TF: Trotteur Francais, SA: Selle Algérien, SE: Selle.

L’Arbre Neighbour-Joining obtenu montre une répartition claire des races et 3 groupes
peuvent étre distingués. Le premier groupe contient « la race Barbe, Arabe-Barbe, Barbe Ol,
Selle Algérien et la race Selle » est formé un groupe isolé. Cependant, les chevaux pur-sang
Anglais et les trotteurs frangais constituent le deuxiéme groupe. La race Arabe est située entre
ces deux groupes. Cette classification génétique confirme les données historiques de ces races
de chevaux, ainsi que l'utilisation de la race Arabes comme améliorateur pour d'autres races (a

I'exception de la race Trotteur Frangais).

Percentages of Molecular Variance
Amo;éﬂ?&?g Indiv

(]

8%

Within Indiv
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Figure 32. Pourcentages de la variabilité moléculaire chez la population équine algérienne
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La hiérarchie de la diversité globale de toutes les populations équines de cette étude a été
réalisee par AMOVA a l'aide du logiciel GenALEx 6.5 (Peakall et Smouse 2006, 2012).

Figure 32. Le résultat a montré que le pourcentage de variation entre les populations étudiées

est de 3%, et entre les individus de ces groupes est de 8%, en revanche, une grande variation

se trouve entre les individus - 89%. Ce résultat signifie que la diversité globale est

principalement due & la diversité entre les individus au sein d'une population.

4.4.3 Résultat d’analyse factorielle des correspondances (AFC)

Les associations génétiques entre huit populations étudiées basées sur l'analyse de

compatibilité des facteurs (AFC) sont illustrées a la Figure 33. Au cours de notre étude, nous

avons relancé I’AFC sur les deux ensembles de données suivants pour mieux utiliser les

données :

Premier AFC : il a été réalisé en prenant comme élément de base 1’ensemble des 8
races étudiées Figure (33.A)

Deuxieme AFC : il a été réalisé en prenant comme élément de base les les 05 races
autochtones (Barbe, BarbeOl, Arabe-Barbe, Selle, Selle Algerien) étudiés Figure
(33.B).

Le résultat de I’AFC est présenté au niveau de la figure 33. Au total, 70,18 % de la variabilité

peut étre expliquee par les trois premiers axes avec respectivement : 31,56 % (premier axe),

23,63 % (deuxieme axe 2) et 13,99 % (troisieme axe) de la variabilité totale.

La premiere analyse des résultats obtenus apres un AFC sur les deux niveaux, nous a
permis de séparer la population équine en quatre groupes distincts (figure 33.A), Une
séparation nette est visible entre la race Pur-sang Arabe et les autres races. Alors que
les 5 races autochtones se regroupent ensemble.

Cependant, Apres avoir retiré les races importées (Figure 33.B), on a observé a ce
niveau un grand mélange entre les 5 populations autochtone (Barbe, Barbe Ol, Arabe-
Barbe, Selle et Selle Algérien) qui reflete probablement la situation du terrain ou
aucune notion de race n’est respectée par les eleveurs (croisement incontr6lé, non-

respect des berceaux,...). (Figure 33.B).

En général, les résultats obtenus par ’analyse factorielle des correspondances (AFC) sont

similaires a ceux donnés par le dendrogramme, dont lequel les races sont divisées en trois

groupes, les mémes résultats sont rapportés par Berber et al, (2014).
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A) Sur I’ensemble de 8 races.

B) Sur I’ensemble de 5 races autochtone du premier groupe.

Figure 33. Représentation par AFC dans 1’espace de 3 -dimensions des échantillons des 8
races équines étudiées. A) Sur I’ensemble de 8 races. B) Sur I’ensemble de 5 races
autochtone du premier groupe.

4.4.4 Assignation des individus a des populations génétiques et clustering

e Assignation des individus par le logiciel Structure

La structure génétique des populations a été étudiée a l'aide du logiciel STRUCTURE 2.3.4
(Oxford, Royaume-Uni) (Hubisz et al, 2009). L'analyse a été réalisée avec combustion de
20000 en longueur, suivie de 100000 itérations de Monte Carlo en chaine de Markov pour
chacune des K analyser (2 a 9), avec 20 répétitions pour chaque K, en utilisant des fréquences
d'alleles indépendantes et un modele de mélange. Ce logiciel structure nous a permis
d’identifier le degré de mélange entre nos populations équines, de sort qu’il nous donne une
idée claire sur la situation génétique de notre cheptel. La méthode d'Evanno (Evanno et al,
2005) a été utilisée pour identifier le nombre approprié de groupes en utilisant DK (Figure
34), sur la base du taux de changement de la probabilité logarithmique des données. Les
valeurs K optimales ont été sélectionnées par STRUCTURE HARVESTER (Earl et von
Holdt, 2012).

Nous remarquons que les valeurs de A(K) représenter dans la figure 34 a montré un pic net a

K =3 quireprésente une valeur maximale (AK= 63,34) puis elles diminuent rapidement a
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K=4 avec une valeur de A(K) = 10,44 (Tableau 17). Apres cela, nous observons une

fluctuation dans les valeurs de A(K) avec un enregistrement d’un seul pic, avec la valeur de
K=8, mais reste tres faible a ce qui a enregistré au niveau de la valeur K=3 donc, cette valeur
de AK est considérée comme la meilleure valeur de K, ce qui signifie que notre population
locale équine avec 8 races est regroupée en trois clusters (Figure 35).

DeltakK = mean(|L"(K))} / sd(L(K})}

Figure 34. Déetermination de la valeur de K la plus vraisemblable selon la méthode Evanno et
al, (2005). La variation de second ordre du log-likelihood K (AK)).
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Figure 35. Estimation de la structure de la population avec différentes valeurs de K (en
supposant que K =2 a 9). Bar: Barbe, Bar Oi: Barbe origine inconnu, AB: Arabe-Barbe, AR:
Arabe, PS: Thoroughbred (Pur-sang); TF: Trotteur Frangais, SA: Selle Algérien, SE: Selle.

La figure 35 montre que, Les races Arabe (AR), Pur-sang (PS) et Trotteur Francais (TF) ont
été séparées d'autres populations des les premiers clusters (K = 2). La race arabe (AR) est
séparée des races pur-sang (PS) et de trotteur francais (TF) a K = 3. A K =9, les races pur-
sang (PS) et trotteur francais (TF) ont été séparées. Le Barbe, I'Arabe-Barbe, le Selle
Algérienne, le Selle et le Barb Ol présentaient relativement la méme structure génétique. Les
résultats de l'analyse STRUCTURE nous a donné une idée assez précise sur le taux de
mélange des populations étudiées. L’investigation de la structure genétique confirme les

résultats du dendrogramme ainsi que ceux de I'AFC.
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L'Algérie est connue pour ses vastes terres et son environnement naturel, ses ressources ont
d'importantes capacités qualitatives et quantitatives, qui peuvent assurer le développement
durable de ses ressources animales. Cependant, ces ressources sont difficiles a utiliser
correctement. Les espéces animales et végétales et toutes leurs races, variétés et populations
ne sont pas seulement inconnues, mais sont également en état d'extinction voir de disparition,

avec toutes consequences négatives sur le plan écologique et économique.

Les ressources zoogénétiques jouent un rdle important dans le domaine, de I'économie, la
nourriture, I'environnement et la culture sociale d'un pays. En Algérie, Les ressources
génétiques équestres font partie de notre patrimoine national et ont une valeur importante,
culturelle économique et sociale. Cependant, des informations sur la diversité génétique des
races de chevaux algériens sont trés importantes dans I'établissement de stratégies de
conservation et Gestion durable, en particulier la gestion des races autochtones Algérienne,

Barbe indigene et ces dérivés « Barbe Ol, Arabe-Barbe, Selle et Selle Algérien ».

C'est dans ce contexte, afin de trouver des mesures appropriées pour conserver ces ressources,
que cette theése se concentre sur les caractéristiques génétiques des huit chevaux algériens

(Barbe, Barbe OI, Arabe-Barbe, trotteurs francais, chevaux pur-sang, Selle, Selle Algérien).

Suite a notre étude, 296 animaux non apparentés appartenant a 8 races ont été échantillonnés.

(201 échantillons provenant d'une banque d'’ADN déja établie par Berbere et al, (2014)).

74% (219 échantillons) des animaux de notre étude sont enregistrés au niveau du stud-book,
les autres animaux (26% ; 77 animaux) ont été identifiés comme appartenant a une race
donnée avec l'aide de 'ONEDEC (Office National du Développement de I'élevage équin et
camelin) et de 'OMCB (I’Organisation mondiale du cheval Barbe). Nos échantillons sont
répartis au niveau de différentes régions algériennes connues pour I'élevage de chevaux. La
zone de prospection représente 360 000 km2 ce qui représente la surface d’un pays européen

comme I'Allemagne.

Sur les 296 ADN extraits, seuls 279 ont pu étre amplifiés par PCR et génotypés par
séquenceur automatique via 17 marqueurs moléculaires de type microsatellites "VHL20,
HTG4, AHT4, HMS7, HTG6, AHT5, HMS6, ASB23, ASB2, HTG10, HTG7, HMS2, HMS3,
ASB17, Lex3, HMS1, "CA425". Au cours de ce travail, plusieurs logiciels ont été employés

pour évaluer des critéres de diversité des populations équines.

Les résultats obtenus ont montré une variabilité génétique assez élevée au niveau des races
équines étudiées. En effet, sur un total de 279 animaux génotypés, un total de 170 alleles

différents ont été trouveés par les 17 microsatellites testés. L'indice moyen d'hétérozygotie non
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biaisé obtenu pour toutes les races est de 0,820. La comparaison des races étudiées a montré
que c'était la race Arabe-Barbe qui présente la plus grande variation génétique intra-race avec
170 alléles et une hétérozygotie théorique non biaisé la plus élevée avec 0,753 £+ 0,025. En
revanche, la race Selle a la plus faible variation génétique intra-race avec 84 alleles et le taux
le plus bas d'hétérozygotie non biaisé (0,720 + 0,024). Cela est probablement di a la petite

taille de I'échantillon analysé et au petit nombre d’animaux de cette race existant dans notre

pays.

Afin d’estimer la variabilité inter-race, une analyse de la structuration des huit populations
¢tudiées a ¢€té réalisée. Cette analyse a montré que la diversité totale de ’ensemble des huit
races est due majoritairement a la diversité intra-population (97%), le taux de diversité inter-
populations a été estimé a 3%, ce qui indique que la diversité globale est principalement due a
la diversité entre les individus au sein d'une population et que les races ne sont pas isolé les

unes des autres (probablement du au mélange non contréler pratiquer par les éleveurs).

Dans cette étude, il est permis d’abord de constater une richesse allélique de 1’ordre de 3,977
pour I’ensemble des 8 populations étudiées ; ce qui est relativement important dans les études
de caractérisation des races équines. On a constaté que pour les 8 races étudiées on a 5 races
sont en déséquilibre I’EHW a cause du déficit en hétérozygoties. Les hypotheéses qui peuvent
expliquer ces déséquilibres sont liees a des facteurs génétiques (relation consanguine,
déséquilibre d'association et effet paternel), a l'existence d'alleles nuls et a l'effet Wahlund
(des sous-groupes existent au niveau des races). Au total, 117 cas de désequilibre
d’association ont été detectés dans les huit populations étudiées. les races Barbe Ol et Arabe-
Barbe présentait le plus grand nombre de cas de déséquilibre d'association (n = 30), et tous les
loci étaient dans I'état de déséquilibre d’Hardy-Weinberg.

La démonstration des relations phylogénétiques entre les 8 races équines algériennes a
mobilisé plusieurs approches : a) distances génétiques (distance standard Nei-Reynolds) ; b)
analyse factorielle de la correspondance ; c) I’analyse factorielle de correspondances. Les
informations obtenues grace a ces méthodes montrent que les races équines en Algérie
appartiennent a trois grands groupes qui pourraient étre préservés indépendamment pour
maintenir leur diversité génétique. On a aussi remarqué qu’il existe une distinction claire entre

les races indigenes et importées du pays.

Une proximité génétique entre les races autochtones « Barbe, Barbe Ol, Arabe-Barbe, Selle et
Selle Algérien » a également été démontrée. Ainsi, notre étude a montré qu’il exite une

proximité génétique entre les deux races autochtones « Barbe et Arabe-Barbe ».




Conclusion & Perspectives

D'une maniere générale, ces résultats constituent le pas fondamental vers une prise de
décision judicieuse avant le développement de programmes de valorisation génétique et de

préservation sans interférer avec le caractere unique des races équines en Algérie.

Les résultats mettent en évidence le déclin de la diversité génétique des races de chevaux en
Algérie. La pollution génétique est particulierement prononcée par les croisements incontrdlés
réaliser par les éleveurs (notamment de fantasia) qui utilisent les races les plus lourdes de
chevaux de différentes races pour les croisés avec le cheval Barbe. On doit donc formuler
d'urgence un plan national de gestion et de préservation de ces ressources génétiques.

La mise en place urgente d'un plan national de gestion et de conservation de ces ressources
génétiques nécessite, d'une part, une réponse rapide des autorités nationales en créant des
fonds specifiques pour la caractérisation, contrdle de la filiation et la protection des ressources
génétiques menacées des races équines locales (Barbe authentique), et d'autre part, le soutien
de la communauté scientifique en encourageant leurs travaux de recherche sur I'évaluation et
la caractérisation des races équines locales en étroite collaboration avec des éleveurs motivés
pour créer des associations locales de chaque race (notamment les races Barbe, Arabe-Barbe

et Selle Algérien) afin de préserver la diversité génétique de chaque race équine locale.

De plus, pour les dirigeants de la filiere équine algérienne, l'identification des chevaux
d'origine inconnue pour I’inscription dans un stud-book spécial est un défi de longue haleine,
car la plupart des chevaux indigénes ne sont pas affiliés, a origine inconnue. Dans cette thése,
nous avons adopté plusieurs méthodes pour évaluer la structure génétique de huit races
équines élevées en Algérie et leurs relations. Il semble difficile de prouver une population
homogéne entre deux races indigénes génétiquement similaires (Barbe, Barbe OI, Selle
Algérien, Selle et Arabe-Barbe) Sur la base du nombre d'individus analysés et des 17

microsatellites utilisés dans ce travail,

Cette thése propose un certain nombre de recommandations pouvant contribuer a la création
du support et a long terme, mettre en place des systemes de protection de la variabilité

génétique des races équines locales. Ces recommandations son :

e Encourager vivement les autorités locales a promulguer des lois pour protéger et gérer
les ressources genétiques végétales et animales en fixant des priorités en termes
d'économie de ces ressources.

o Ftablir et améliorer les méthodes de gestion des animaux d’élevage (construire un
arbre généalogique et le contrdle de la filiation des races équine locale (Barbe, Arabe-

Barbe, Selle Algériens, Selle) au niveau national.




Conclusion & Perspectives

Mettre en place un comité départemental des ressources génétiques pour s'assurer que
la gestion des ressources génétiques, les plans de sélection et dhybridation sont
améliorés pour minimiser le risque d'hybridation consanguine et incontr6lée, en
particulier pour les races a faible effectif. De tels programmes doivent aussi viser les
aspects de reproduction et de production intra race. Par conséquent, certaines
stratégies peuvent étre envisagées pour sélectionner parmi ces races de chevaux
indigénes celles qui montrent les meilleures aptitudes afin de créer le noyau d’un
programme de sélection génétique des races de haute performance en Algérie.

Cette étude nous a permis de faire le premier pas vers la caractérisation génétique du
troupeau équin algérien. Le fait est qu'a la suite de ces travaux, un certain nombre
d'éléments méritent d'étre approfondis dans les recherches futures.

Elargir le périmétre d’échantillonnage : nous prévoyons d'élargir le périmétre de
recherche a plus de races, notamment en échantillonnant des animaux répartis dans
d'autres régions du pays, afin d’avoir une idée plus ou moins compléte sur les
caractéristiques du troupeau équestre algérien.

Utilisation de nouveaux marqueurs (tels que les SNP) produira des résultats plus
informatifs.

Mise en ceuvre des affectations raciales par I’outil moléculaire.

En étroite coopération avec les associations de sélection et les experts dans ce domaine, un

réseau national de formation, recherche et développement dédié aux ressources zoogéneétiques

doit étre mis en place. Un tel réseau consultera dans les domaines suivants :

-Inventaire de la biodiversité.

-Guide pour la conservation et I'amélioration génétique des animaux.

-Continuité et renforcement des travaux réalisés pour le secteur équin.

-Suggérer de nouvelles actions nécessaires pour mieux contréle la situation raciale.

-Evaluer et vérifier les projets de recherche et développement liés aux ressources

zoogénétiques locales.
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Abstract. Benhamadi MA, Berber N, Benyarou M , Ameur Ameur A, Haddam HY, Piro M , Gaouar SBS . 2020. Molecular
characterization of eight horse breeds in Algeria using microsatellite markers. Biodiversitas 21: 4107-4115. The Algerian horse
population Barb, Origin Barb unknown, Arabian-Barb, Arabian, Thoroughbred (Pur sang); French Trotter, Algerian Selle, and Selle are
under a significant loss of genetic variability. This should be evaluated before any breed conservation and management program. For this
purpose, genetic analyzes of diversity and differentiation were carried out on eight breeds horses reared in Algeria with 17
microsatellites. All microsatellite markers were highly polymorphic in all Breeds. A total of 170 alleles from 17 microsatellite loci were
detected in 279 horses. The average number of alleles per locus was highest in Arabian-Barb horses (7.88) and lowest in Selle breed
(4.94). The observed heterozygosity interbreeds ranged from 0.685 to 0.625 for Barb and Selle, while the expected heterozygosity was
ranged from 0.746 to 0.678 for Arabian-Barb and Algerian Selle respectively, the Ho value is lower than that of He value. Genetic
diversity between breeds was significant, based on Fst. Three different approaches to assess genetic relationships have been applied;
namely, genetic distances, factorial correspondence analysis, and admixture analysis have shown that a significant amount of genetic
variation is maintained in populations of native horses and other breeds: the Barb, Arabian-Barb, Barb (Oi). Algerian Selle and Selle breeds
appear to be the most genetically related and support that there are crosses between these two breeds.

Keywords: Algeria, genetic diversity, native horse breeds, microsatellites, population genetic structure

INTRODUCTION cultural activities. In this context, the development of

) ] ) equine breeding requires its rationalization and,
In Algeria, animal genetic resources offer a great .
T ) ) ) therefore, the use of modern techniques for the
diversity of breeds in terms of their adaptation and ] ]
management of equine genetic resources (Berber et

production capacity in their natural environment. .
al. 2016, Benhamadi et al. 2016, 2017, 2019).

Equines are no exception to this observation. As
such, they constitute a varied wealth, with high The Algerian equine population has been estimated
economic and socio-cultural importance. at approximately 250,000 horses, composed of 90%
of Barb and Arabian-Barb and Algerian Selle horses
(Berber et al. 2016). The remaining 10% is divided
between Arabian horses, Thoroughbreds, and French

Trotters (Berber et al. 2016).

The horse industry occupies a special place in the
history and economy of North Africa (Benhamadi et
al. 2016; 2017 and 2019) for a long time, the horseis
a real player in sustainable development in Algeria,

particularly in the environmental field. It plays an
important role in the management of spaces and
landscapes beneficial to the maintenance and
development of biodiversity, but also itsrelationship
with human, by contributing to sports, socialand

The DAD-IS database lists in 2018 two breeds of
horses bred in Algeria: the Arabian-Barb and the Barb
(DAD-IS consulted in October 2018). However, the
Arabian (Elise Rousseau 2014), the Thoroughbred,
and the French Trotter are also the subject of more
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or less important breeding (Berber et al. 2016). The
cradle of the Barb and Arabian-barb horse in North
Africa. They are generally used in fantasia (traditional
horse-riding exhibition in the Maghreb at cultural
festivals), as well as in the equestrian sports.
Approximately 10,000 heads are belonging to the
Barb breed and 80,000 to the Arabian-Barb heads
(Berber et al. 2016, Benhamadi et al. 2016; 2017,
2019).

In 1886, the first Algerian studbook of the Barb horse
was established. Tunisians and Moroccans followed
in 1896 and 1914, respectively (Piro et al. 2019;
Berber et al. 2016). The Arabian-Barb is the
predominant Breed in Algeria as a creation of the
broodmares of Tiaret in 1877, crossing between Barb
and Arabian horses breeds (Berber et al. 2016). It
combines the robustness and the endurance of the
Barb horse, the elegance, and the speed of the
Arabian horse. In addition, another Breed named
Algerian Selle breed was developed. It is the product
of a cross between the Algerian Barb breed and the
heavily French horses (Rayan 2015). The Arabian
Breed, the Thoroughbred and the French Trotter,
mainly used in equestrian sports, dressage, and

show jumping events are mostly imported and
distributed unevenly over Algerian territory and are
well adapted to mountainous regions and arid lands
of North Africa (Berber et al. 2016). Unfortunately, in
recent years, breeders have started to make
uncontrolled crosses between several breeds, which
has mostly contributed to genetic pollution leading
to serious identification ambiguity. The objective of
this study is to carry out the genetic characterization
of the eight breeds using 17 microsatellites, and to

genetically identify the horse Barb as well as the
Algerian Selle The genetic characterization of the
Barb horse (registered and of unknown origin), as
well as the Algerian Selle, also aims to build a specific
database for these breeds. This step is crucial for the
improvement and preservation of our equine genetic
heritage, which is undergoing the harmful hazards of
inbreeding. Indeed, registering horses on a
fundamental basis at the level of the existing stood-
book has the immediate effect of restoring genetic
variability and therefore restoring performance.

MATERIALS AND METHODS

Animal samples
The samples studied consisted of a total of 296

animals (201 of these were taken from a DNA bank of
Berber et al. 2014) belonging to 8 equine breeds
reared in different Algeria regions (Figure 1). About
219 animals (57% of total samples) in this study are
registered at the stud-book level, while the other 77
animals (26% of total samples) were identified as
belonging to a given breed with the help of ONEDEC
(National Office for the Development of Equine and
Camelin Livestock) expert and the OMCB (the World
Barb Horse Organization). Our samples are spread
over different Algerian regions known for horse
breeding. The prospecting area represents 360,000
km2, which represents the surface of European
payee like Germany. The origin and sample sizes of
these eight breeds are presented in Table 1. The
blood samples were taken in EDTA tubes (5 mL) from
the jugular vein and were stored at -20 °C until DNA
extraction.
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Figure 1. Map of sampling sites in Algeria for the eight equine breeds studied. Bar: Barb, Bar Oi: Origin Barb unknown, AB: Arabian-
Barb, AR: Arabian; PS: Thoroughbred (Pur sang); TF: French Trotter, SA: Algerian Selle, SE: Selle

Table 1. Origin and size of the samples of the breeds studied

Breed Origin of samples Number of
samples
B Tlemcen, Sidi Bel Abbes, El Bayedh, Saida, Oran, Mascara, Mostaganem, Tiaret, Laghouat,
arb - : 57
Djelfa, Blida
Origin Barb unknown  Tlemcen, Naama, Saida, Laghouat, Relizaine, Msila 49
Arabian-Barb Tlemcen, Sidi Bel Abbes, Oran, Saida, Mostaganem, Chlef, Tiaret, El Bayedh, Laghouat, Tipaza 56
Arabian Tlemcen, El Bayedh, Oran, Tiaret, Médéa, Alger, Boumerdes, Djelfa, Biskra 59
French Trotter El Bayedh, Laghouat, Biskra, Boumerdes 26
Thoroughbred Alger, Médéa, Boumerdes 21
Algerian Selle Tiaret, Saida, Relizaine, Sétif 18
Selle Tlemcen 10
Total 296
DNA extraction institute, Rabat Morocco. The PCR amplification was

The genomic DNA was extracted according to the
conventional NaCl method described by Miller et al.
(1988). DNA extraction was performed in the
Physiopathology and Biochemistry of Nutrition
laboratory, University of Tlemcen, Algeria, and the
Molecular and Cellular Genetics laboratory
(USTOMB) University of Sciences and Technology of
Oran Mohamed-Boudiaf. The DNA concentration for
some (Number) samples was carried out using a
fluorometer device (Qubit 3 metic).

PCR and fragment analysis
This step was carried out in the Veterinary Genetic

laboratory of the Hassan Il Agronomic and veterinary

carried out using the StockMarks kit (PE Applied
Biosystems. Foster City. California. the USA) which
includes 17 microsatellite markers (VHL20, HTG4,
AHT4, HMS7, HTG6, AHTS5, HMS6, ASB23, ASB2,
HTG10, HTG7, HMS2, HMS3, ASB17, Lex3, HMS1,
CA425) used routinely for the identification and
parentage control of horses. The final concentration
for each reagent used for PCR are stock Buffer=1.25
pL, D ntp=2 uL, Tag=0.25 puL, H20=1.5 pLand 1.5 pL
DNA, with the final Mixed PCR volume is 8.5pL. The
PCR was carried out in Applied Biosystems Thermal
Cycler (GeneAmp PCR 2700 system).. The DNA was
first denatured at 95 °C for 15 minutes before
undergoing 30 amplification cycles. Each cycle was
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comprising a denaturation step at 95°C for 30
seconds, a hybridization step at 60 °C for 1 minute,
and an elongation step of 46 seconds at 72°C. After
the 30 amplification cycles, A final extension lasts 60
minutes at 72 °C to optimize the action of Taq
polymerase. PCR fragment was resolved on an ABI
PRISM 3500 (Applied Biosystems), and data were
analyzed using GENEMAPER 5 software (PE Applied
Biosystems. Foster City. California, USA).

Data analysis
The number of alleles per locus (Na), mean number

of alleles (MNa), the effective number of alleles (Ne),
polymorphic information content (PIC), observed
(Ho) and expected heterozygosity (He), average
heterozygosity (H?), Hardy—Weinberg equilibrium
and null allele frequencies were calculated using
GenAlEx 6.5 (New Brunswick, NJ) (Peakall and
Smouse 2012), POPGENE Version 1.32 (Alberta,
Canada) (Yeh et al. .1997), CERVUS 3.0.3 (Bozeman,
MT) (Marshall et al. 2006). The genetic distance and
the construction of a dendrogram (neighbor-joining
method) for the different Breeds studied was carried
out using phylip-3.695 software (Felsenstein, 2013).
The bootstrap resampling methodology (1000
replicates) was performed to test the robustness of
the dendrogram topology using the same software.
Wright's F-statistics (Fi, Fis, Fst) (Wright 1931; Weir
and Cockerham1984) were calculated using
POPGENE (Yeh et al. 1997). Nei's gene diversity (H),
diversity between breeds (Dst), and the coefficient of
gene differentiation (Gst) values were calculated with
FSTAT 2.9.3 software (Goudet 2001). The factorial
correspondence analysis (FCA) is performed to
visualize the relationships between individuals from
different breeds and to test possible admixtures
between the populations. AFC was computed using
Genetix 4.05 (Montpellier, France) (Belkhir et al.
2000). The genetic structure of the populations was
investigated using STRUCTURE 2.3.4 software
(Oxford, UK) (Hubisz et al. 2009). The analysis was
performed with a burn of 20,000 in length, followed
by 100,000 Markov chain Monte Carlo iterations for
each from K (2 to 9), with 20 replicate runs for each
K, using independent allele frequencies and an

admixture model. Evanno's method (Evanno et al.
2005) was used to identify the appropriate number
of clusters using DK, based on the rate of change in
the log probability of the data. The optimal K values
were selected by STRUCTURE HARVESTER (Earl and
von Holdt 2012).

RESULTS AND DISCUSSION

Genetic diversity within markers and breeds
Of the 296 samples of extracted DNA, only 279 could

be amplified by PCR and genotyped by the automatic
sequencer; this can be explained either by
contamination or by bad DNA quality. A total of 170
alleles from 17 microsatellite loci were observed. The
number of alleles ranged from 5 (HTG7) to 15
(ASB17), with an average number of 10 alleles, and
the average number of effective alleles was 3.97. The
estimated heterozygosity (He) value varied from
0.536 (HTG7) to 0.828 (Lex3). The content of
polymorphic information (PIC) was above the
information threshold (PIC> 0.5) for all
microsatellites, so that the highest value is the
lowest were observed for (Lex3 (0.909) and CA425
(0.742) with an overall average of 0,692 for all loci.
The H2 value for all loci studied was 0.714 (Table 2).

The lowest and highest observed heterozygosity (Ho)
values were 0.435 for the Lex3 microsatellite and
0.831 for the HTG7 microsatellite, respectively, with
an overall average of 0.672. Wright F Statistics (Fis.
Fit and Fst) described the statistically expected level
of heterozygosity in the population. The mean values
of Fis, Fit, and Fst were 0.053, 0.102, and 0.052,
respectively. The obtained overall (Dst) value
describing the diversity between breeds was 0.025.
The overall mean of the (Gst) value determining the
difference in genes was 0.033. Nei gene diversity (HT)
ranged between 0.574 (HTG7) to 0.872 (Lex3). All
microsatellite loci deviated from the Hardy—
Weinberg equilibrium. The presence of null alleles,
defined as non-amplifying alleles due to mutations at
the PCR priming sites, causes overestimation of both
Fst and genetic distance values. The frequency of the
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null allele ranged from 0.0070 (HMS6) to 0.2155
(Lex3) with an overall average of 0.043.

The results of genetic diversity by breeds are
summarized in Table 3. The average number of lower
and upper alleles per locus ranged from 4.941 (Selle)
to 7.882 (Arab-Barb) with an allele number ranging
from 84 alleles (Selle) to 134 (Arab-Barb) per
population. The estimated value of heterozygotes by
population (He) ranged from 0.683 (Sadle) to 0.746
(Arab-Barb). The Barb and Arabian breeds showed
(0.685) the highest observed mean heterozygotic
compared to (0.625) in Selle breed (lowest value).
Some 21 specific alleles with a frequency higher than
5% are identified for all breeds except (Algerian Selle
and Selle) and with a relatively large number of
specific alleles (05) in Arabian-Barb and Trotter breed
and (04) in Barb Oi. It was determined that some of
the loci studied in the eight equine breeds in this
study (36 loci) are not in equilibrium with Hardy-
Weinberg. On the contrary, the population structure
defined by the Fis values indicates a loss of
heterozygosity ranging from 0.048 (Arabic) to 0.137
(Selle).

Genetic diversity between breeds
The Molecular Analysis of Variance indicates (89%)

the total variability is mainly due between individuals
within populations. 8% between individuals and 3%
between populations. All Fst values estimated in
Table 4 show a differentiation between the pairs of
breeds ranging from 0.007 (Arabian-Barb/Barb) to
0.058 (thoroughbred/Selle).

Table 4 shows the values (Nm) between the pairs of
breeds of the populations studied varied between
72.97 to 3.26. In general, the pairs of the breeds
Arabian-Barb/Barb shows a very high number
(Nm=72.97) compared to other couples of the breeds
studied.

The dendrogram tree was constructed using the
neighbor-joining method (Figure 2), based on the
minimum Reynolds genetic distances obtained from
the present study. Three different groups were
observed on the dendrogram. The FCA explains
70.18% of the total variation (Figure 3). The factor
analysis of the FCA correspondences confirmed the
distinctive genetic character of the eight-horse
breeds (Figure 3). The taxa appear separated into
three groups as in the dendrogram (Figure 2), group
1, which represents the indigenous populations and
Selle (the Barb, Arabian-Barb, Selle Algerian, Selle
and Barb Oi). The foreign breeds are represented by
group 2 (Arabian) and group 3 (Thoroughbred
English, French trotter).

The Bayesian clustering method has proven to be
powerful analytical tools for identifying genetic
structure in data sets (Evanno et al. 2005). This
method, based on the second-order probability of
variation of K (DK), showed a clear peak at K= 3
(Table 5) The Arabian breed (AR), Thoroughbreds (PS)
and French Trotter (TF) breeds were separated from
other populations after the first calculation clusters
(K=2). The Arabian breed (AR) is separated from the
Thoroughbreds (PS), and French Trotter (TF) breeds
atK=3.AtK =9, Thoroughbreds (PS) and French
Trotter (TF) breeds were separated into their
clusters. The Barb, the Arabian Barb, the Algerian
Selle, the Selle, and the Barb Oi showed relatively the
same genetic structure. . The results of the
STRUCTURE analysis containing different numbers of
clustering performed to determine the population
structure of the studied breeds are displayed in
Figure 4. The structure of genetic investigation
confirms the dendrogram and FCA results.
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PS

0.008

Figure 2. Dendrogram based on minimum genetic Raynolds distances between 8 breeds (Bootstrap resampling methodology (1000
replicas)). Bar. Barb, Bar Oi. Origin Barb unknown, AB. Arabian-Barb, AR. Arabian; PS. Thoroughbred (Pur sang); TF. French Trotter,
SA. Algerian Selle, SE. Selle
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Table 2. Values of the genetic parameters for each chosen locus and in all equine breeds studied

Loci N Allelic range, bp Ra Na Ne PIC Ho He H?2 Fis Fit Fst Dst Gst Ht Nm HW  F(Null)
VHL20 276 86-106 7.103 11 5639 0.893 0.831 0.815 0.8145 -0.017 0.035 0.051 0.029 0.034 0861 4.652 *** 0.0094
HTG4 279 125-137 4357 7 2732 0.791 0.639 0.626 0.6255 -0.017 0.045 0.061 0.029 0.043 0.669 3.879 *** 0.0293
AHT4 278 144-160 5226 9 3.954 0.832 0.755 0.740 0.7401 -0.021 0.015 0.035 0.012 0.016 0769 6.972 *** 0.0239
HMS7 276 169-185 5762 10 4.344 0.872 0.701 0.759 0.7589 0.074 0.129 0.060 0.033 0.041 0811 3908 *** 0.0403
HTG6 279 80-102 3.807 9 2.791 0.792 0.659 0.624 0.6241 -0.056 0.041 0.092 0052 0.076 0691 2469 *** 0.0180
AHT5 279 131-145 4923 8 3.715 0.836 0.723 0.727 0.7269 0.001 0.072 0.071 0.042 0.053 0.786 3.279 *** 0.0162
HMS6 277 158-170 4601 8 2929 0.771 0.728 0.655 0.6547 -0.117 -0.076 0.037 0.015 0.021 0.683 6.493  *** (.0070
ASB23 277 183-211 5720 11 4.783 0.879 0.641 0.785 0.7846 0.187 0.218 0.038 0.013 0016 082 6.290 *** 0.0835
ASB2 271 222-254 5940 12 4524 0.878 0.773 0.757 0.7572 -0.021 0.024 0.044  0.02 0.025 0.794 5370 *** 0.0099
HTG10 265 86-106 7.023 10 5322 0.893 0.794 0.805 0.805 0.013 0.066 0.054 0.031 0.036 0.853 4397 *** 0.0191
HTG7 279 119-129 3304 5 2.213  0.692 0.513 0536 0.5363 0.043 0.103 0.063 0.026 0.045 0574 3700 *** 0.0304
HMS2 204 217-239 6.219 11 4190 0.855 0.730 0.731 0.7307 0.000 0.076 0.076 0.046 0.058 0.792 3.0563 *** 0.0183
HMS3 278 148-172 5723 11 4.009 0.861 0.540 0.739 0.7392 0.270 0.306 0.049 0.021 0.027 078 48483 *** 0.1147
ASB17 250 95-123 7274 15 5336 0.891 0.826 0.802 0.802 -0.030 0.020 0.048 0.026 0.031 0.844 4985 *** (0.0124
Lex3 236 99-166 7.288 14 5923 0.909 0.435 0.828 0.8285 0.474 0.499 0.046 0.017 0.02 0.872 519% * 0.2155
HMS1 278 172-190 3891 8 2.642 0.753 0.587 0.615 0.6147 0.045 0.070 0.026 0.005 0.007 0.633 9.310 *** 0.0445
CA425 245 224-244 4928 11 2558 0.742 0.556 0.595 0.5949 0.065 0.099 0.036 0.011 0.017 0619 6.640 *** 0.0438
Mean 5476 10 3.977 0.832 0.672 0.714 0.714 0.053 0.102 0.052 0.025 0.033 0.756 5.026 0.043

Note: Na: The number of alleles, Ne: the Effective number of alleles, PIC: Content of the polymorphic information, Ho: Heterozygosity observed, He: Expected heterozygosity, H® Average
heterozygosity, FIS, FIT, FST: Wright's F-statistics Wright 1931; Weir et Cockerham. 1984); HT: The diversity of Nei genes, DST: The diversity between Breeds, Gst: Coefficient of
differentiation of genes, * Nm: estimated genetic flow for Nm = 0.25 (1- FST)/FST (Nei. 1987) by Popgene software (Yeh et al. 1997)

Table 3. Measurement of genetic diversity by breed for the 17 loci studied

Ho He . NPA
Breeds MNA Ra Mean/SE Mean/SE Fis HWE >5% <5% Total

Bar 7.706 5.256 0.685+0.033 0.721+0.023 0.059 2 / 3 3
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Bar Ol 7.529 5.526 0.676+0.037 0.735+0.027 0.098 5 4 4
AB 7.882 5.783 0.676+0.035 0.746+0.025 0.102 8 / 5 5
AR 6.824 5.034 0.685+0.028 0.712+0.024 0.048 4 / 3 3
TF 6.529 4.951 0.680+0.037 0.714+0.025 0.067 6 / 5 5
PS 5.529 4.672 0.672+0.034 0.700+0.025 0.065 3 / 1 1

SA 6.118 5.068 0.678+0.044 0.699+0.033 0.061 2 / / /
SE 4.941 4.707 0.625+0.063 0.683+0.023 0.137 6 / / /

Note: MNA: mean number of alleles; FIS: within-breed heterozygote deficiency; HWE: number of loci not in the Hardy—Weinberg equilibrium (p<0.05); NPA: number of private alleles. Bar.
Barb, Bar Oi. Origin Barb unknown, AB. Arabian-Barb, AR. Arabian; PS. Thoroughbred (Pur sang); TF. French Trotter, SA. Algerian Selle, SE. Selle.
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Table 4. Fi estimated (below the diagonal) as a measure of genetic distance between horse breeds and the number of effective migrants
per generation N, (above the diagonal)

Bar Bar Ol AB AR TF PS SA SE

- 25.50 72.97 6.06 441 3.38 19.32 18.18 Bar
0,011 - 52.92 8.94 4.54 4.95 22.60 9.60 Bar Ol
0,007 0,008 - 10.65 4.98 4.17 25.45 19.71 AB
0,025 0,018 0,016 - 3.39 3.96 6.14 7.23 AR
0,035 0,035 0,032 0,043 - 4.90 3.83 3.70 TF
0,045 0,035 0,039 0,040 0,036 - 3.53 3.26 PS
0,017 0,017 0,016 0,029 0,046 0,049 - 11.80 SA
0,023 0,031 0,024 0,034 0,052 0,058 0,033 - SE

Note: Bar: Barb, Bar Oi: Origin Barb unknown, AB: Arabian-Barb, AR: Arabian, PS: Thoroughbred (Pur sang); TF: French Trotter, SA:
Algerian Selle, SE: Selle.

Table 5. Show the appropriate number of clusters using DK, by STRUCTURE HARVESTER (Earl and vonHoldt 2012)

< Reps Mean LnP(K) Stdev LnP(K) Ln"(K) |Ln"(K)| Delta K
2 20 15590.0900 1.7244 - - -

20 15299.9700 2.8623 290.120000 181.290000 63.337271
1 20 15191.1400 3.1745 108.830000 33.150000 10.442686
) 20 15115.4600 8.7241 75.680000 65.525000 7.51080
5 20 15105.3050 11.1003 10.155000 15.550000 1.400859
7 20 15110.7000 29.7053 -5.395000 14.540000 0.489474
3 20 15130.6350 90.5976 -19.935000 86.510000 0.954881
) 20 15237.0800 221.5462 106.445000 - -

Note: The highlight zone is to show the suitable cluster number (K) in structure analysis results (k=3)
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Figure 3. The factorial correspondence analysis (FCA) results showing the relationship between 8 breeds. Bar: Barb, Bar Oi: Origin
Barb unknown, AB: Arabian-Barb, AR: Arabian; PS: Thoroughbred (Pur sang), TF: French Trotter, SA: Algerian Selle, SE: Selle

Discussion
Genetic diversity within markers and breeds

A total of 170 alleles from 17 microsatellite loci were
observed for the 279 horses studied. These results
were slightly similar to 177 alleles observed by a
Korean study on 3880 Halla horses (Seo et al. 2016).
However, it was much higher than other studies
using microsatellite markers, i.e 157 alleles observed
in 96 individuals with 20 polymorphic microsatellites
(Chauhan et al. 2011),118 alleles detected in 1032
thoroughbreds (Mario et al. 2019), 137 alleles were
detected for 200 horses (Piro et al. 2019), 130 alleles
Szilvia et al. (2013) and 115 alleles were observed in
the 300 horses in Tunisia (Ouled Ahmed et al. 2018)
and 123 alleles obtained in the 201 horses in Algeria
(Berber et al. 2016). On the other hand, it was much
lower than the 330 alleles detected in the 26 native
Chinese horse breeds using 27 microsatellite markers
by Ling et al. (2011) and much lower than the 282
alleles identified in 74 animals for the 29 microsatellites
used by Doriji et al.(2018).

The results of this study may indicate that the
majority of markers are very informative, and all the
markers showed a significant deviation from the
Hardy-Weinberg equilibrium. According to Botstein

et al. (1980), if the values (Pic and Ho) obtained
exceed 0.6 and 0.5, respectively, the microsatellite
markers are considered as very informative. In this
study, all markers have a PIC mean greater than 0.5.
On the other hand, five markers (Lex3, HMS3, HTG7,
HMS1, and CA425) did not reach the 0.6 of
heterozygote observed. The overall frequency of null
alleles represented in our study with a lower average
of 0.2 (Nullf threshold <0.2) indicating that the
genotyping has a very low error rate (Dakin and Avise
2004). The mean value of our genotypes (Dst=2.5%)
was lower than (Dst=7.6%) observed in Ouled Ahmed
et al. 2018 for the same microsatellite markers.
These results showed a low genetic diversity
between the equine populations studied. Indeed, the
obtained Gst mean value (3.3%) in our study is
higher than that observed (1.2%) by Piro et al.
(2019). Moreover, much lower than that observed in
Tunisian equine breeds (8.8%) (Ouled Ahmed et al.
2018). In fact, the average value of the Gst stressed
that 3.3% of the total genetic variation results from
differences between populations. In all other
respects, it can be said that 96.7% of genetic
variation is caused by the difference between
individuals.
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Molecular genetic identification was an important
factor as well as performance recordings and
morphological evaluations for equine breeding. The
present study was conducted to detect the genetic
variability and the structure of the equine population
through microsatellite markers on eight equine
breeds bred in Algeria. Twenty-one private alleles
are represented with frequencies below 5% in all
breeds, except the Algerian Selle and Selle breed,
where no private allele was detected (Table 3). These
results are superior to the 20 and 12 private alleles
identified by Putnova et al. 2019, in Czech horses
and Berber et al.2014, in Algerian breeds,
respectively.

Figure 4. Estimation of the population structure with different K
values (supposing K= 2 to 9). Bar: Barb, Bar Oi: Origin Barb
unknown, AB: Arabian-Barb, AR: Arabian; PS: Thoroughbred
(Pur sang); TF: French Trotter, SA: Algerian Selle, SE: Selle
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We have also observed a relatively large number of
specific alleles in the Arabian-Barb, Trotter, and Barb
Oi Breeds, which is in favor of their differentiation
with the other populations. It was also observed that
in the Barb, the Selle, the Arabian-Barb, and the Barb
Oi breeds, the Fis value was significantly positive. In
Algeria, most of the same stallions are used for the
Barb and the Arabian-Barb breed mating and are
reared in the same national stud. On the other hand,
the Selle and Barb Oi breed mating is managed
independently by breeders throughout the country
but always using a very small quantity of bloodstock,
which can explain the low level of heterozygosity
(Benhamadi et al. 2017, 2019).

The eight populations studied have a lower value of
observed heterozygosity than that of expected
heterozygote (Ho=0.672 and He=0.714). This
probably due to the type of livestock management
(Jemmali et al. 2015), the same report was obtained
by Piro et al. 2019 and Ouled Ahmed et al. 2018.
Indeed, the expected mean heterozygous for the
eight breeds studied is among the highest and most
heterozygous reported for other equine populations
studied by (Piro et al. 2019, Senju et al. 2016 and
Khanshour et al. 2019, 2013) But similar to the study
conducted by( Berber et al. 2014 and Bigi et al. 2012
), and lower than that obtained by (Ouled Ahmed et
al. .2018, Seyedabadi et al. 2017 and Cortés et al.
2017).

Genetic diversity between breeds
Our results showed genetic differentiation for all the

populations studied, but the group of Barb/Arabian-
Barb and Barb Oi breeds demonstrated a very close
genetic structure. The level of differences is
explained by 5.2% of the total genetic variation, and
all the loci contribute to this differentiation.
Concerning Fst, the values being moderately low and
similar for all systems studied, but very significant (p
<0.001). The overall value of the Fst was much higher
than the 0.3% and 0.6% obtained by Jemmali et al.
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2015 and Dorji et al. 2018, respectively, and slightly
similar to the 5% reported by the study of Berber et
al. 2014. However, it was smaller 10% than reported
by (Petersen et al. 2013). The high value of Fstin
these studies is probably related to the fact that
these works have studied breeds without genetic
flew between them (Breeds horse/riding, heavy
horses, ponies). In contrast, in our study, all the
breeds analyzed are not isolated, and in general, the
breeders practice an anarchic reproduction between
them explaining the lower Fst value.

The divergence between the horse breeds studied
was assessed using different approaches (Genetic
distances, factorial analysis of FCA, and Clustering
method). These three methods, based on genetic
relationships, gave approximately similar results.
Globally there is genetic differentiation between
native Algerian horses and other breeds, and the
same results are reported by Berber et al. 2014. The
neighbor-joining tree (DR) showed a clear subdivision
of the breeds, and the Arabian-Barb horse was closer
to the Barb horses, Barb Qi horse, Algerian Selle
horses, and Selle breeds. The thoroughbred and
French trotting breeds are separated from the native
breeds, and the Arabian horses have taken an
intermediate position (Figure 3).

This result can be explained by a certain influence of
the Arabian breed in the formation of a breed of
origin in more recent years. The genetic proximity of
the four indigenous breeds Barb, Barb Oi, Arabian-
Barb, and Selle Algerian have also been
demonstrated using the FCA and the Bayesian
grouping. This approach gives more precise
information on the relationships between the
breeds. However, our estimates of the native breeds
(Barb and Arabian-Barb) are similar to those reported
by (Berber et al. 2014).

In conclusion, the results from this study are the first
to recount the genetic diversity and constitution of
equine breeds from Algeria. Overall, these breeds
had high levels of significant genetic variability as per
different genetic diversity parameters applied in this

study such as a relatively large number of alleles
specific. Therefore, data on genetic diversity
estimated by assimilating within and between breed
variances may inform preservation strategies and the
better establishment of priorities. The
mismanagement of the breeding of some of these
breeds like the Barb, Selle, Arabian-Barb, and Barb Oi
breeds also can be explained by the values of Fis,
which are positive. In addition, this study found that
equine breeds in Algeria belong to three major
groups that could be preserved independently to
uphold their genetic diversity. Generally, these
findings provide the fundamental step in the
direction of judicious decision-making before the
development of genetic enhancement and
preservation programs without interfering with the
uniqueness of equine breeds in Algeria.
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ANNEXESO1

Questionnaire d’échantillonnage

Fiche remplie par :

Echantillon N° :

Type de I'institut :

Wilaya :

Date de prélévement :

oCentre d’équestre oHaras prévit o Jumentrie

Propriétaire

Nom et Prénom:;

Date de naissance:

Type d’¢éleveur :

Photo de ’animal :

INFORMATION RELATIF A I’ANIMAL :

CHEVAL

Nom :

Race :

Sexe :

Age :

Allure générale :

Taille :

Poids :




Couleur de la robe

Forme de téte

Résistance aux maladies

Vitesse et qualité

Jument Nom
(Mére) Race
Nom
Etalon
(Pére) Race
1- Est-il issu d’une insémination
artificiel ou pas ??
2- L’age du premier mis bas ?
Paramétres  de 3- L’age du premier saille

reproduction

naissances?

4-Quel est le nombre des

jumellaires

5-Y a-t-il des naissances

6-Quel est le taux d’avortement ?

INFORMATION RELATIF AU TROPEAU D'ELEVAGE ;

Total (poulains+ adultes) =

Male Total=
Taille du Sexe / Poulains = Adultes =
troupeau ratio

Femelle | Total= /Poulains = Adultes=
Barbe : o Oui o Non
Arabe —barbe : o Oui o Non
Pur-sang arabe : o Oui o Non

Pur-sang anglais: o Oui o Non

Trotteur francais : o Oui o Non

La conduite d’élevage :

* Que représente pour vous la possession d’un cheval :

1 Est-ce que c’est une valeur culturelle ?




(| Est-ce que c’est une puissance ?
| Est-ce que c’est une revenue monétaire ?

* Quel est I’alimentation de votre cheptel ?

* Quelle sont les maladies fréquentes chez le cheval ?

* Quelles sont les maladies spécifiques a cette région ?

* Quel sont selon vous les problemes liés a ce type d’élevage ?

« Comment voyez-vous la prise en charge pour son développement ?
* Observation ou remarque

ANNEXE 02

Annexe 2. Protocole d’extraction d’ADN a partir du sang total par la technique NaCl «
Salting Out ».

LES PREMIERES ETAPES DE TOUTE ETUDE DE BIOLOGIE MOLECULAIRE NECESSITENT
L’EXTRACTION D’ADN GENOMIQUE, CETTE EXTRACTION PEUT SE FAIRE A PARTIR DE TISSUS
DE DIFFERENTS ORGANES, DE LA PEAU, CEPENDANT, LE SANG EST LE MATERIEL BIOLOGIQUE
DUQUEL L“ADN EST LE PLUS SOUVENT EXTRAIT, CAR IL EST PLUS SIMPLE A UTILISER,

1 -PRINCIPE :

L’EXTRACTION D’ADN A PARTIR DU SANG PAR LA TECHNIQUE DE NACL NECESSITE D*ABORD
UNE LYSE DES GLOBULES ROUGES PAR UNE SOLUTION HYPOTONIQUE, SUIVIE DUN CHOC
THERMIQUE DANS LA GLACE (CECI PERMETTRA LEUR ELIMINATION). ENSUITE, ON PROCEDE A
LA LYSE DES LYMPHOCYTES AFIN QUE L’ADN SOIT LIBERE, CET ADN SERA ENSUITE TRAITE
PAR LA PROTEASE K QUI LE DEBARRASSERA DE TOUTES LES PROTEINES QUI LUI SONT LIEES.
ENFIN, L’ADN PUR SERA DISSOUT DANS UN TAMPON ADEQUAT,

2- ETAPES DE L’EXTRACTION DE L’ADN :

L’EXTRACTION DE L“ADN AU NACL NECESSITE LES ETAPES SUIVANTES :

A) LYSE DES GLOBULES ROUGES

DANS UN TUBE FALCON CONTENANT 15 ML DE SANG TOTAL, ON AJUSTE AVEC LE TAMPON
TE10/10 (TRIS/HCL 10MM, EDTA 10MM, PH =8) JuSQU’A UN VOLUME FINAL DE 30 ML,

APRES UNE DELICATE HOMOGENEISATION, LE TUBE EST MIS DANS LA GLACE PENDANT 30 MN
(CECI PROVOQUERA UN CHOC THERMIQUE QUI FRAGILISERA LES MEMBRANES DES GLOBULES
ROUGES, AINSI, LA SOLUTION HYPOTONIQUE DE TE PROVOQUERA L’ECLATEMENT DE CELLES-
Cl) SUIVIE D’UNE CENTRIFUGATION A 2500 TOURS/MN PENDANT 15 MN, LE SURNAGEANT EST
ELIMINE ET LE CULOT OBTENU EST SUSPENDU DANS 30 ML DE TE. POUR UNE ELIMINATION
MAXIMALE DES GLOBULES ROUGES ET UNE OBTENTION D’UN CULOT BLANCHATRE
CORRESPONDANT AUX GLOBULES BLANCS, ON PROCEDE A PLUSIEURS LAVAGES.

B) LYSE DES GLOBULES BLANCS.




AU CULOT DE LYMPHOCYTES OBTENU, 1500 ML DE SOLUTION DE LYSE (SLB : TRIS/HCL 10MM,
EDTA 0,1 M, SDS 0,5 %, PH=8) SONT AJOUTES, LE SDS (SobDIuM DODECYL SULFATE)
CONTENU DANS CETTE SOLUTION A POUR ROLE DE SOLUBILISER LES LIPIDES DES MEMBRANES
PLASMIQUES AFIN DE DESTRUCTURER CES DERNIERES, INHIBER LES NUCLEASES ET
DENATURER LES PROTEINES. APRES RESUSPENSION DE CE CULOT PAR UNE AGITATION
RAPIDE, 25 L ML DE PROTEINASE K A 20MG/ML SONT AJOUTES AFIN QU“ELLE DIGERE TOUTES
LES PROTEINES ASSOCIEES A L’ ADN.

C) PRECIPITATION DE L’ADN.

UNE FOIS LE TUBE RETIRE DU BAIN-MARIE, 500 ML DE SOLUTION NACL 5M SONT AJOUTES A
CELUI-CI, CE QUI PERMETTRA UNE SEPARATION DE DEUX PHASES : '

e UNE PHASE CONTENANT DE L'ADN
e UNE PHASE CONTENANT LES DEBRIS MEMBRANAIRES DES GLOBULES BLANCS.

CECI EST DU ESSENTIELLEMENT A LA COMPETITION ENTRE LES IONS SALINS AJOUTES ET LES
AUTRES SOLUTES DISSOUS PAR LA SOLVATATION DES MOLECULES, AINSI BEAUCOUP DE
PROTEINES INDESIRABLES (PK+ DEBRIS CELLULAIRES) SONT ELIMINEES DE LA SOLUTION
APRES AVOIR ETE ENTRAINEES VERS LE FOND DU TUBE.

LE SURNAGEANT AINSI FORME CONTIENT DE L’ADN, C’EST LE PHENOMENE DE SALTING-OUT
(PRECIPITATION SALINE. APRES UNE AGITATION VIGOUREUSE SUIVIE D“UNE
CENTRIFUGATION A 4000TOURS/MN PENDANT 15 MN (POUR QUE LES DEUX PHASES SOIENT
SEPAREES), LE SURNAGEANT RESULTANT EST TRANSFERE DANS UN AUTRE TUBE EN EVITANT
DE DECOLLER LE CULOT, DEUX VOLUMES D“ETHANOL ABSOLU FROID DE CELUI DU
SURNAGEANT SONT AJOUTES DANS LE TUBE.

ON REMARQUE QUE DES L’AJOUT DE L’ETHANOL, LA SOLUTION DEVIENT BLANCHATRE ET
L’ ADN COMMENCE A SE PRECIPITER (L’ETHANOL CONDENSE L’ ADN), APRES UNE AGITATION
DOUCE, L’ADN SE PRECIPITE SOUS FORME DE FILAMENTS QUI SE COMPACTENT RAPIDEMENT
EN UNE MASSE BLANCHATRE VISIBLE A L’OEIL NU APPELEE MEDUSE QUI SERA ENSUITE
RECUPEREE DANS UN TUBE EPPENDORF STERILE, PUIS LAVEE A L“ETHANOL FROID A 70 % ET
A 100 % ET SECHEE, LA DISSOLUTION DE LA MEDUSE SE FAIT DANS 200 A 500 ML DE TAMPON
TE 10/1 (TRIS/HCL : 10MM; EDTA : 1MM; PH=8,0) SELON LA TAILLE DE LA MEDUSE ET A
UNE AGITATION DOUCE A TEMPERATURE AMBIANTE PENDANT AU MOINS 24 H POUR AVOIR
ENFIN UN ADN COMPLETEMENT DISSOUT PRET A ETRE UTILISE (DOSAGE, PCR...).
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Abstract

The Algerian horse populations Barbe, Barbe of unknown origin, Arab-Barbe, Arab, English
Thoroughbred, French Trotter, Selle Algérien and Selle, undergo a significant loss of genetic
variability due to uncontrolled crossbreeding and sales for The foreigners. This should be
evaluated before any breed conservation and management program. To this end, genetic
analyzes of diversity and differentiations were carried out on eight populations of horses of
breeds bred in Algeria with 17 microsatellites. All microsatellite markers were highly
polymorphic for all races. A total of 170 alleles were detected in the 279 horses studied. The
mean number of alleles per locus was highest in Arabe-Barbe horses (7.88) and lowest in the
Selle breed (4.94). The observed heterozygosity ranged from 0.685 to 0.625 for the Barbe
breed and the Selle breed, respectively, while the expected heterozygosity varied from 0.746
to 0.678 for the Arab-Barbe breed and the Algerian Selle breed respectively. The Ho value is
lower than that of He. The genetic diversity estimated via Fst between breeds was
significantly important. Three different approaches to assess genetic relationships have been
applied; namely, genetic distances, factorial correspondence analysis and mix analysis have
shown that a significant amount of genetic variation is maintained in native and
autochthonous horse populations. The Selle Algerian and Selle breeds appear to be the most

genetically related and support the fact that there are crosses between these two breeds.

Keywords: Algeria, native horse breeds, microsatellites, genetic structure of the population.






