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Résumé

La gestion et la préservation des formations steppiques a base d’Acacias sahariens (Acacia tortilis
subsp raddiana) nécessitent au préalable une évaluation et une caractérisation de leur variabilité. Cette
approche se base sur des études pluridisciplinaires faisant appel a ’analyse de la diversité des
caracteres adaptatifs (caractéres agro-morphologiques) et neutres (marqueurs génétiques). Dans ce
contexte, la présente étude vise a explorer a I’aide de marqueurs agro-morphométriques et
moléculaires, la variabilité génétique des Acacias sahariens du Maroc. Cette étude a été menée en trois
parties : i) Variabilité de la germination des graines collectées sur six provenances par 1’utilisation de
trois traitements (mécanique, chimique et thermique) avec un suivi de la cinétique de croissance au
stade plantule. ii) Variabilité de neuf caractéeres morpho-métriques liés aux fruits (gousses) par une
étude comparative au niveau des descendances (familles de demi-freres), des provenances (Agdz,
N’Koub, Tazarine, Mcissi, Tata, Tissint, Foum Zguid, Guelmim, Msied et Assa) et des saisons (deux
années d’étude). iii) la troisiéme partie a porté sur la cytogénétique et la diversité génétique révélée
par des marqueurs moléculaires (microsatellites SSR) au sein de six provenances.

Les résultats obtenus ont montré que 1’inhibition de la germination est d’origine tégumentaire, et par
suite sa levée par un traitement physique ou chimique s’est avérée efficace pour augmenter le taux et
la vitesse de germination. Le facteur provenance est trés hautement significatif. Les plants sous-serre
ont adopté la méme cinétique de croissance durant le premier mois, ensuite elle a considérablement
changé, ainsi on trouve que les provenances Foum Zguid & Mcissi sont les plus performantes au 6°™
mois avec 157 & 116 épines et 155 & 140 feuilles respectivement.

L’étude de la variabilité morpho-métrique a montré 1’existence de six formes de base, avec une nette
dominance de la forme arquée. Durant les deux années d’étude (2009 et 2010), Tazarine, N’koub et
Tissint ont présenté les valeurs moyennes les plus élevées pour la majorité des caracteres étudiés,
indiquant ainsi I’importance du facteur provenance. D’aprés les analyses de variance et leur
décomposition, et selon les caractéres biométriques étudiés, on peut opter dans la stratégie de gestion
des ressources des Acacias sahariens soit pour le facteur arbre (i.e., poids de la gousse, poids de 100
graines) ou provenance (i.e., Longueur de la gousse, nombre de graines par gousse et nombre de
graines infestées par gousse).

L’étude cytogénétique moyennant différentes techniques de coloration avec et sans fluorescence a
montré I’existence de la polyploidie : octaploides (2n=8x=104). Dans un second lieu, la technique
d’hybridation fluorescente in situ (FISH) avec double étiquetage a été utilisée pour tester a un niveau
ponctuel quelques anomalies intrachromosomiques,

L’étude de la diversité génétique a été réalisée a 1’aide de marqueurs microsatellites développés a
partir de séquences codantes chez Acacia mangium et Acacia auriculiformis. L’analyse bio-
informatique a permis de retenir 11 marqueurs dont quatre se sont révélés polymorphes avec 15 alléles
au total. Ainsi, 50 haplotypes ont pu étre identifiés. La diversité intraprovenance est trés importante,
elle est de I’ordre de 0,432 sous I’hypothése de Hardy Weinberg. La variation intraprovenance
représente 96 % de la variation totale (test AMOVA). La différenciation génétique interprovenances
(Gs7=0,03) est tres faible ce qui refléte le niveau élevé du brassage génique entre les peuplements. De
plus, le test de Mantel a montré une divergence entre la distance génétique et la distance géographique
(r =-0,06) ce qui traduit son indépendance de sa répartition spatiale.

L’ensemble des résultats obtenus apporte des informations et des connaissances de base sur le
patrimoine marocain a base des ressources d’Acacia tortilis subsp raddiana. Nous suggérons ainsi une
investigation plus approfondie en matieére de recherche, pour bien mettre en valeur cette espéce qui
joue un r6le de barriere contre la désertification et une ressource multiusage pour les nomades
sahariens.

Mots clés : Acacia tortilis (subsp) raddiana — provenance — variabilité — pouvoir germinatif - gousses-
cytogénétique - marqueurs microsatellites



Abstract

Management and conservation of the Saharan Acacias (Acacia tortilis subsp raddiana) steppe
formations require a prior multidisciplinary study in order to characterize this species via
different approaches based on the diversity of adaptive traits (agro-morphological characters) and
neutral genetic markers. The objective is to study the variability and genetic diversity of Acacia
tortilis subsp raddiana using morpho-metric and molecular markers. The objective of this study
was three fold: i) variability of seed germination from individuals sampled at six locations
collected through the use of three treatments (mechanical, chemical and thermal) to monitor the
growth Kkinetics in the seedling seed stage. ii) Variability of nine morpho-metric traits of the fruit
(pods) in a comparative study including progenies (half-sib families), locations (Agdz N'Koub,
Tazarine Mcissi, Tata Tissint, Foum Zguid, Guelmim Msied and Assa) and seasons (two year
study). iii) The third part focused on the cytogenetic and genetic diversity based on molecular
microsatellites markers.

The results show that the inhibition of germination has cutaneous origin, and consequently, its lift
by physical or chemical treatment increased the rate and speed of germination. The location
factor is highly significant. Plants in greenhouses had the same growth kinetics during the first
month, and then changed dramatically. We find that individuals from Foum Zguid & Mcissi are
the best in the sixth month with thorns 157 & 116 and 155 & 140 sheets respectively. The
morpho-metric variability showed the existence of six basic shapes, with a clear dominance of the
arcuate shape. During the two years of study (2009 and 2010), Tazarine N'koub Tissint presented
the highest mean values for most traits studied, indicating the importance of the location factor.
According to analyses of variance and their decomposition, and based on biometric
characteristics, the strategy of resource management for Acacias Saharan can either be based on
the tree factor (ie, weight of the pod, weight of 100 seeds) or on the location factor (ie, length of
the pod, number of seeds per pod and number of infected seeds per pod).

The cytogenetic study with and without fluorescence staining showed the existence of polyploidy:
octaploid (2n = 8x = 104). For the latter, the fluorescent in situ hybridization (FISH) technique
with dual labeling was used to test for intrachromosomal anomalies.

The study of genetic diversity was performed using microsatellite markers developed from coding
sequences in Acacia mangium and Acacia auriculiformis. The bioinformatics analyses allowed us
retaining 11 markers of which four were found to be polymorphic with 15 alleles in total. 50
haplotypes were identified. The diversity within provenance was very important, in the order of
0.432 under the assumption of Hardy Weinberg. The intraprovenance variance represents 96 %
of the total variance (AMOVA test). Inter-provenance genetic differentiation (Gsr = 0.03) was
very low, which reflects the high level of genetic mixing between provenances. In addition, the
Mantel test showed a discrepancy between the genetic distance and geographic distance (r = -
0.06), which reflects its independence from its spatial distribution.

The overall results provide genetic and evolutionary information on Moroccan Acacia tortilis
subsp raddiana, We suggest further exhaustive investigation since many view this species as a
barrier against desertification and a multipurpose resource for Saharan nomads.

Keywords: Acacia tortilis (subsp) raddiana - from - variability - Cytogenetics - microsatellite
markers
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Introduction

Grace a sa position géographique privilégiée, entre la Méditerranée au Nord,
I’Océan Atlantique a I’Ouest et le Sahara au Sud, et grace a la diversité de son relief et de
ses conditions bioclimatiques, le Maroc présente une grande diversité bioécologique et
une gamme trés importante de milieux naturels. Le domaine forestier marocain s’étend
sur une superficie d’environ 9 millions d’hectares, dont 4,5 millions d’hectares de foréts
et de matorrals, 3 millions d’hectares de nappes alfatiéres, 1 million d’hectares d’Acacia
sahariens et 0,5 million d’hectares de reboisement (HCEFLCD 2012). Chaque annee, le
Maroc produit 30 a 40 millions de plants destinés aux plantations forestiéres (HCEFLCD
2012), en termes de lutte contre la désertification. Malgré les faibles taux de boisement 9
%, soit un taux inférieur a I’optimum qui se situe entre 15 et 20 % (Bijaber et al., 2005)
et 5,8 % de boisement artificiel (Birouk et al., 1996), tant par rapport a 1’étendue du
territoire national qu’en terme de leur densité, ils constituent un rempart important et
efficace contre la désertification, les formations d’Arganiers et d’Acacia constituent les
premieres barricres de lutte contre I’érosion éolienne et 1’ensablement qui menacent le
pays par le sud. La diversité naturelle du paysage marocain a rapidement suscité l'intérét
des chercheurs nationaux et étrangers. Les especes fourragéres et pastorales en
représentent un bon exemple. Plusieurs variétés fourragéres ont été sélectionnées a partir
de matériel végétal collecté au Maroc telles que la luzerne (Medicago sativa L.) et le
trefle souterrain Trifolium subterranum (Birouk et al., 1989 ; Al Faiz 1999) et sont
commercialement exploitées a I'étranger (Saidi et al., 2007). Parmi les caracteres
recherchés figurent la dormance estivale, la croissance hivernale, la résistance aux
maladies et la dureté des graines chez les [égumineuses. Malheureusement, cette diversité
a connu ces dernieres années un important déclin. La succession des périodes de
sécheresse, combinées a une forte activité anthropique, a entrainé une perte remarquable
de cette diversité en particulier dans les zones arides et sahariennes. La strate arborée a
été particulierement touchée a cause d'une demande croissante en bois de feu, fourrage et
produits dérivés. Parmi les taxons affectés, on trouve Acacia tortilis subsp raddiana arbre
multiusage « ethno-agro-sylvo-pastoral » et d’un grand intérét écologique en raison de sa

participation a la stabilisation et la fertilisation des sols.



. Répartition géographique et intérét de I'espéce

1.1. Origine

Le genre Acacia compte un nombre d’espéces relativement élevé estimé a 1200
dont 700 sont endémiques a I'Australie (Guinet et al., 1978). Appartenant a la famille des
Mimosacées, son pollen a été retrouvé dans des sédiments paléocenes. Les analyses
polliniques, réalisées dans I'oasis de Kourkoiir (Egypte), datées du Pliocéne supérieur,
ont montré des traces de pollens indiquant la présence de taxons tropicaux avec un
pourcentage de 20 %. Les taxons dominants mis en évidence sont : 63 % Acacia tortilis
spp. raddiana et spp. spirocarpa, 3,1 % Acacia etbaica, 51 % Hyphaene, 1,6 %
Celastrales, 1,6 % Olea et Oleaceae et 0,9 Capparidaceae (J.Maley 1980 ; Maley 1980)

Au Maroc, des études de pollens et de bois fossiles trouvés a la base du
Moghrébien ont été réalisées par Ballouche et Thinon. Ces auteurs concluent aprés une
analyse du bassin de Tarfaya que la végétation locale « sur la bande cdtiere devait étre
tres proche de I'actuelle » tandis qu'a I'intérieur se développait une steppe a Acacia tortilis
subsp raddiana (Barathon 1999), les ancétres directs des Acacias tortilis subsp raddiana

actuels proviendraient du Moghreébien.
1.2. Répartition géographique

Les especes du genre Acacia couvrent des aires géographiques trés diversifiées
comprenant I'Afrique, 1'Australie, I’Asie et 'Amérique (Guinet et al. 1978). Cependant,
Acacia tortilis reste une espece spécifique des régions arides et sahariennes (Grouzis et

al., 2003a). Ainsi, on la trouve dans :

> Nord du Sahara : Maroc, Algérie, Tunisie, Libye et Egypte.

> Sud du Sahara : Toute la zone Sahélo-Soudanaise, notamment dans
la Mauritanie, le Sénégal, le Mali, le Niger, le Burkina, le Tchad, et le Soudan.

> Zone tropicale humide (Nigeria, Cameroun), I’arbre s’étend jusqu’a
la République Centrafricaine (Grouzis et al. 2003a)

> Moyen-Orient : Arabie Saoudite, Yémen (Vesey-Fitzgerald 1955).



Au Maroc, trois espéces d’Acacia se développent spontanément: Acacia
gummifera, Acacia tortilis subsp raddiana et Acacia ehrenbergiana. Acacia gummifera
« gommier du Maroc » est un arbre endémique du Maroc, on le trouve sur les marges
septentrionales du Sahara, mais surtout plus au nord dans 1’aire de I’arganier et dans le
Haouz. Acacia tortilis subsp raddiana et Acacia ehrenbergiana sont typiquement
sahariens. Ce sont les arbres les plus communs et les plus utiles. On estime leur superficie
a 1.011.000 ha (Mhirit et al., 1999), mais la densité moyenne des peuplements est tres
faible. Leur aire s’étend sur toutes les régions sahariennes au sud des Atlas depuis
Lagouira jusqu’a Rissani. Les populations riveraines distinguent facilement les deux
arbres et chacune porte son propre nom vernaculaire, « talh el horr » ou « Amrad » pour
la premiere et « tahlat » ou « tamat » pour la seconde. Acacia tortilis subsp raddiana est
I’arbre le plus répandu et le plus commun dans le Sahara Marocain. Il est le symbole du

désert en Afrique du Nord (Mbhirit et al. 1999)

1.3. Intérét économique et écologique d’Acacia tortilis (Subsp)

raddiana

Etant donné qu’Acacia tortilis se développe dans des régions sahariennes
caractérisées par un couvert végétal limité, il est devenu la source de plusieurs usages,
d’autant plus que toutes les parties du végétal sont utilisables. Les feuilles, les gousses,
les jeunes rameaux et méme les épines sont tres appréciés particulierement par les
chevres et les dromadaires. L’arbre sert de fourrage ligneux la ou les herbacés ne se
développent que périodiquement ou sont carrément absents (Grouzis et al. 2003a). Il
assure également I'ombre aux nomades et un excellent bois de feu et de charbon, grace a
son important pouvoir calorifique. Acacia tortilis subsp raddiana participe a
I’amélioration de la qualit¢é des sols par sa capacité a fixer I’azote atmosphérique
(Dommergues 1995 ; Labidi et al., 2007 ; Abdallah et al., 2008 ; Abdallah et al.,
2012 b). L’arbre nodule et fixe 1’azote atmosphérique griace a une association
symbiotique avec une bactérie du genre Rhizobium (Zerhari et al., 2000 ; Shetta et al.,
2011 ; Fterich et al., 2012a).



Il a été démontré que le taxon contient 19 % de protéines, 2,5 % de graisses, 46,5
% de carbohydrates, 5,1 % de minéraux, et 20,1 % de fibres brutes (Roodt 1998). Les
feuilles contiennent des glucosides. Le taxon possede de nombreuses propriétés
médicinales. La population locale 1’utilise pour de nombreux traitements. Il est utilisé
pour traiter la diarrhée, I'asthme, les maladies pulmonaires et comme anthelminthiques

(Centre for Mediterranean Cooperation 2005).

1. Spécificité du milieu saharien au Maroc

Les écosystéemes a Acacia tortilis subsp raddiana au Maroc, appartiennent a I'étage
bioclimatique saharien, caractérisé par la faiblesse de ses précipitations, de I’ordre de 100
mm par an, avec dix a douze mois secs par an et des températures annuelles maximales
qui peuvent atteindre 50 °C (Birouk et al. 1996). Des formations sont rencontrées dans le

bassin de moyen et bas Dra.

Le moyen Dra couvre une grande partie des provinces d’Ouarzazate et Zagora. Son
climat est tres aride. Il est caractérisé par des hivers apres (-7 °C et -1 °C) et des étés
chauds (40 °C). Il compte un nombre de jours de pluie variant entre 30 et 40 jours par an.
L'évaporation est importante, de I'ordre de 2000 & 3000 mm/an (Ministere de I'Energie
2012). La population de ce sous bassin s’¢éléve a 643.420 habitants dont 80 % en milieu

rural, concentrée dans les périmetres irrigués.

Le bas Dra renferme les provinces de Tata, Assa-Zag et Tantan. Il est tres peu
peuplé : 277.110 habitants dont 50 % en milieu rural concentré dans les « foums »
(gorges étroites) et dans les hautes vallées étroites du versant Sud de I'Anti Atlas. Les
principaux affluents de I'oued Dra dans cette zone sont issus de I'Anti-Atlas a travers les
Foums qui sont séparés par les Feijas, une sorte de plaines du quaternaire a substratum
schisteux. Ces « Feijas » renferment des aquiféeres qui sont exploités au débouché des
Foums, pour l'irrigation des palmeraies. Il est caractérisé par un climat trés aride, de
genre saharien avec des étés chauds (44 °C a Tata). La pluviométrie moyenne est de
80 mm a la sortie des foums et 90 mm a Tata. Le nombre de jours de pluie est tres réduit

(10 jours par an). L'agriculture de type traditionnel et I’élevage constituent les principales



activités dans le secteur. Cependant, 1’apparition, ces derniéres années, d'une agriculture
moderne basée sur le pompage (aspiration) dans la nappe de certains foums notamment a
Foum Zguid, a conduit a lI'assechement des khettaras traditionnelles et a la surexploitation
de la nappe. Dans la basse vallée de I'oued Dra, I'occupation capitale est le nomadisme
pastoral. Le long des lits d’oueds et sur leurs terrasses (Ministére de I'Energie 2012), les

cultures pratiquées visent principalement les céréales

Au moyen Dra, les phénomenes de salure des sols sont assez abondants et amplifiés
par les systemes d'irrigation, particuliérement dans la région d’Errachidia et Taffilalt. Les
sols halomorphes (sols salés = sols sodiques) que I'on rencontre aussi dans les basses
vallées et les estuaires des oueds littoraux sont liés a une forte évapotranspiration
combinée aux faibles précipitations et a la présence de déepdt géologique saliféere (Aubert
1976). Les sols halomorphes sont caractérises par leur teneur élevée en sels solubles, qui
limitent la croissance de la végétation dans le temps et dans I'espace, au point de la faire
disparaitre en laissant des sols nus ou parfois recouverts d'un simple voile organique
(Aubert 1976).

L’aire d’Acacia au Maroc est caractérisée par des sols minéraux bruts qui se
développent sur les différentes structures géomorphologiques sahariennes (regs des
piémonts et des hamadas, ergs et dunes isolées des plaines et vallées) (Roose et al.,
2011).

. Position systématique

Le genre Acacia regroupe environ 1200 espéces (Guinet et al. 1978). Dans ce
taxon, la delimitation et la subdivision des groupes sont trés difficiles vu la variation
continue de ces caracteres. La premiére classification de ce groupe fut proposée en 1864
par Bentham qui fait état d'un genre Acacia divisé en 11 séries. Onze ans plus tard,
Bentham (1875) a proposé une nouvelle classification qui divise le genre Acacia en 6
séries (Ducousso et al., 1991). Par la suite, Vassal a présenté une nouvelle classification
qui subdivise le genre Acacia en trois sous genres, Heterophyllum, Aculeiferum et Acacia

(Guinet et al. 1978). La derniere classification, proposée par Pedley (1986) (Pedley



1986), divise la tribu des Acacieae en trois genres schématiquement représentant les trois
sous genres précédemment décrits par Vassal ; Acacia Miller (= sous genre Acacia),
Senegalia Raf (sous genre Aculeiferum), et Racosperma (= sous genre Heterophyllum).
Cette derniére classification est trés peu adoptée (B. R. Maslin et al., 2003). Les premiers
résultats de la phylogénétique moléculaire ont suggeré la nécessité de réviser et de
compléter la systématique actuelle de ce taxon Fig.1 (Bouchenak-Khelladi et al., 2010).
Ceci a conduit a la subdivision du taxon en 5 genres avec l'utilisation de nouveaux noms
génériques pour Acacia sensu lato : Acacia Sensu stricto, Vachellia, Senegalia, Acaciella
et Mariosousa (Bouchenak-Khelladi et al. 2010).

En 2011, une session de nomenclature du genre Acacia a été organisée en Australie
(session de nomenclature Melbourne) (Pennington 2012). Lors de cette session, il a été
décidé de réserver le nom d'Acacia s.l au sous-genre Phyllodineae qui est typiquement
Australien, et Vachellia au sous-genre Acacia qui comprend des espéces appartenant a

I'Afrique, I’ Amérique et I’ Asie.

Dans cette étude, nous avons adopté la nomenclature proposée par Vassal (1972) :

Acacia tortilis ssp. raddiana (Savi) Brenan

» Subsp. Raddiana avec deux variétés :

o var. Raddiana

o var. Pubescens
» Subsp. Spirocarpa avec deux variétés :

o var spirocarpa

o var. crinita
» Subsp. Heteracantha

» Subsp. tortilis
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V. Botanique et description d'Acacia tortilis subsp raddiana

Acacia tortilis subsp Raddiana est un arbre qui peut atteindre une hauteur de 18 m
(Fig 2), a cime large et plate et a tronc pouvant atteindre un métre de diamétre (FAO
1983). Les feuilles alternes sont de type composé bipenné. Elles sont formées d’un rachis,
qui porte 5 & 15 paires de folioles. A la base du pétiole de longueur de 10 & 15 mm, deux
stipule épineuses blanchatres connées se présentent, glabres et divariquées longues de 2 a
4 cm (Maire 1987). L’inflorescence est un glomérule coloré d'un blanc créme, de 4 a
10 mm de diametre (Fig.3). Elles sont disposées au sommet d’un pédoncule long de 15 a
30 mm. Ces pédoncules peuvent étre groupés par 2 ou 3, a l’aisselle des feuilles. Les
fleurs sont pentameres, sessiles et peu odorantes. Le fruit est une gousse comprimée d’un
polymorphisme spectaculaire avec au moins six classes (ElI Ayadi et al., 2012) de 10 a
15 cm de long et 5 mm de large, verte au stade juvénile et brun a brun clair a maturité.
Elle contient jusqu’a 12 graines ovales, brunes, lisses et plus ou moins luisantes. Le
systéme racinaire est de type pivotant et bien développé, ce qui permet a l’arbre

d'atteindre des couches de sol profondes (Maire 1987 ; Fennane et al., 2007 )
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Fig.2. Aspect général d’un exemplaire d'Acacia tortilis subsp raddiana au sud
du Maroc (photos F. Msanda & A. EI Mousadik)
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Fig.3. a: d’une jeune feuille, b : feuilles agées stipulées, c: I’inflorescence
(glomérule), d: fruit (gousse), e: de la gomme d'Acacia tortilis subsp raddiana
(photos F. Msanda & A. El Mousadik)
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V. Problématique et objectifs de I'étude

L’aire d’Acacia tortilis subsp raddiana au Maroc se caractérise par un climat
contrasté, caractérisé par une grande variabilité des précipitations et par une hyperaridité
marquée par de faibles pluies, de I’ordre de 100 mm, avec un caractére orageux,
favorisant le ruissellement et I'érosion sur des zones préalablement trés dégradées. La
sécheresse de I'été est encore plus aggravée par les hautes températures dues a la
continentalité (Msanda 2004). Dans ce secteur, ou ne se développe qu’une végétation
clairsemée, I'élevage occupe une part importante dans l'activité des paysans et exerce une
charge relativement élevee sur le milieu. Les besoins accrus en combustibles et en
énergie pour le chauffage et la cuisson ont contraint les populations & s'attaquer aux
especes ligneuses et graminéennes. Des peuplements entiers ont été décimés par le bétail
et par les coupes anarchiques. La régression de certaines espéces comme Acacia tortilis
subsp raddiana et Panicum turgidum affecte directement la qualité des paturages, elles
sont remplacées sur les rocailles dénudées par des espéces peu appétables comme
Hammada scoparia (Msanda 2004).

Les jours des souks hebdomadaires, notamment a Zagora, Tagounite, Rissani et
Erfoud, on peut assister a la vente de charbon de bois (généralement d'Acacia), utilisé par
les potiers ou pour les besoins domestiques (Benmohammadi et al., 2000). Ce milieu est
naturellement fragile, mais c'est surtout la forte pression humaine alliée & des conditions
climatiques tres sévéres qui ont conduit par de lents processus a la dégradation du couvert

vegétal.

Compte tenu de I’importance et du role d’Acacia tortilis subsp raddiana dans les
écosystemes sahariens. En effet ¢’est un des rares taxons qui peut organiser des structures
de végétation arborées en milieu saharien. C’est un arbre aux propriétés multiples, en
plus de sa capacité a supporter des conditions de températures et de sécheresse extrémes,
il a un intérét fourrager certain. En effet, les feuilles, gousses et jeunes rameaux sont
appréciés par le bétail. Son effet bénéfique sur le sol ainsi que pour la flore et la faune
naturelle environnante sont indéniables. La conservation et la gestion durable des
peuplements d’Acacia tortilis subsp raddiana prennent une importance particuliere qui

nécessite une bonne connaissance de 1’espece.
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L’objectif de cette étude est de contribuer a 1’¢tude de la variabilité et la diversité
génetique d’Acacia tortilis subsp raddiana a 1’aide de marqueurs morpho-métriques et
moléculaires. Ce qui permettra de dresser un schéma de gestion et de préservation des

ressources génétiques a base d’Acacias sahariens.

La premiére partic de ce travail est consacrée a 1’étude de la variabilité de la
capacité germinative et de la croissance de jeunes plants d’Acacia tortilis subsp raddiana
dans six provenances. A cet effet, trois traitements ont été utilisés pour lever la dormance

des graines et un suivi de la croissance des plantules sous-serre a été réalise.

La deuxiéme partie est consacrée a 1’évaluation de la variabilité génétique des
gousses d'Acacia tortilis subsp raddiana et la possibilité d'intégrer ce caractére dans la

sélection des arbres a intérét écologique et socio-économique.

La troisiéme partie est une contribution a I’étude cytogénétique d’Acacia tortilis
subsp raddiana qui présente des jeux de chromosomes tres variables allant de 2n=2x= 26
a 2n=8x=104. Cette étude nous permettra donc de compléter la base de données sur le
nombre de chromosomes d'Acacia tortilis subsp raddiana du Maroc. La connaissance du
matériel génétique de cette espece aidera ainsi a I'analyse des données génomiques issues

des marqueurs moléculaires.

La quatrieme partie de ce travail est réservée a I’examen de la diversité génétique
de ce taxon a travers le développement de marqueurs moléculaires neutres et
polymorphes, d'autant plus qu’aucun marqueur n'a été développé sur cette espece. Cette
partie portera sur le développement de marqueurs microsatellites a partir d'une banque
génomique d’EST. Cette étude va nous permettre d'évaluer le niveau actuel de la diversité

de cette espece qui résulte de I’effet des principaux facteurs évolutifs.

Notre étude rentre dans le cadre d’une stratégie de conservation et de gestion des

ressources génetiques a base d’Acacia raddiana au Maroc.
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B. Chapitre 1.
Effet provenances et des
prétraitements sur la variabilité de la
germination des graines d'Acacia

tortilis subsp raddiana
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Résumé

L’optimisation des conditions de la germination et le suivi de croissance au stade pépiniére
chez Acacia tortilis subsp raddiana a été suivi selon un dispositif totalement randomisé chez
les graines échantillonnées sur six provenances: Msied, Guelmim, Tata, Foum Zguid,
Tazarine et Mcissi. Cette étude a porté sur les mesures de pouvoir germinatif (pourcentage de
germination), taux de germination, et la cinétique de croissance des plantules. Le test de la
levée de la dormance des graines a été réalisé a 1’aide de trois traitements en plus du témoin :
Le trempage dans 1’acide sulfurique concentré a 97 % pendant 1 h, scarification manuelle &
I’aide de papier abrasif (verre), et trempage dans 1’cau bouillante pendant 24 h. Le facteur
traitement, provenance et leur interaction sont hautement a trés hautement significatifs. La
scarification mécanique et ou chimique sont les plus efficaces avec une légére supériorité du
traitement a 1’aide du papier abrasif ( % de germination varie de 85 a 100 %) pour les deux
tiers des provenances étudiées (Foum Zguid, Msied, Mcissi et Tazarine). D’aprés les résultats
obtenus, I’inhibition de la germination est d’origine tégumentaire, et par suite sa levée par un
traitement physique ou chimique ne peut étre que bénéfique pour augmenter le taux et la
vitesse de germination chez les pépiniéristes. Les plants sous-serre ont adopté la méme
cinétique de croissance durant le premier mois, cependant cette cinétique a considérablement
changé pendant les cing mois qui suivent, ainsi on trouve que la provenance de Foum Zguid
au troisieéme mois a déja développé 60 feuilles, 72 épines. L’analyse de la variance montre
que seul pour les caracteres nombre de ramification, de feuilles, de nceuds et d’épines ou le
facteur provenance est tres hautement significatif. Le classement des moyennes par le test de
Newman et Keuls a 5 % montre que les plants issus de Foum Zguid sont les mieux classés,
suivi de Mcissi. Ces deux provenances apparaissent avoir une production en biomasse au
moins deux fois plus importante que les quatre autres provenances. Par ailleurs, les génotypes
originaires de Foum Zguid et Mcissi peuvent étre plus prometteurs et le suivi de ces individus

sur plusieurs années pourrait servir pour la sélection d’arbres plus productifs.

Mots clés : Acacia tortilis subsp raddiana, germination, plantules, cinétique de croissance
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Introduction

La biodiversité, au Maroc, connait de graves problémes liés a I’intense activité humaine
et a la succession des périodes de sécheresse. L’interaction entre conservation de la
biodiversité et développement socio-économique n’a pas toujours été bien pergue si I’on juge
I'impact négatif des activités humaines qui a conduit, dans de nombreux endroits, a une
dégradation irréversible des écosystémes. Au Maroc, sur les 7000 espéces qui composent la
flore marocaine, pres de 1700 taxons sont actuellement considérés comme rares et menacés de
disparition, ce qui représenterait une perte potentielle de plus de 24 % de notre richesse
floristique. La déforestation entraine la disparition de 31000 ha de forét par an. Acacia tortilis
subsp raddiana est une espece considérée comme en danger du fait de la réduction de son aire
de répartition et de la difficulté de sa régénération naturelle. La dégradation de I’écosystéme a
Acacia tortilis subsp raddiana résulte de causes multiples, cumulatives, liées aux activités
anthropiques (surexploitation, coupes abusives, surpaturage ...) et climatiques (aridité
climatique, sécheresses récurrentes ...). La régénération naturelle de ce taxon est délicate dans
la partie nord de son aire (Lefebvre, 1889). Les obstacles a la faible régénération naturelle
sont, pour I’essentiel, a mettre en relation avec I’infestation des graines par les bruches
(Derbel et al., 2007 ; Noumi et al., 2010), la consommation des gousses par le bétail,

auxquels il faut ajouter I’intense activité humaine et le surpaturage.

De nombreux programmes de réhabilitation des écosystemes a Acacia tortilis subsp
raddiana ont été mis en place, cependant la maitrise des techniques de multiplication,
d’¢levage et de croissance des jeunes plants avec une bonne connaissance de la variabilité

génétique de I’espéce peuvent contribuer a I’amélioration de ces types de programmes.

L’objectif de cette partie est d’étudier la capacité germinative des graines d’Acacia
tortilis subsp raddiana. Le test de trois traitements sur la levée de la dormance et un suivi des
graines ayant germé a été réalisé. Nous avons ainsi réalisé, d’une part, une analyse de I'effet
des traitements sur la vitesse et le taux de germination des graines d'Acacia tortilis subsp
raddiana et d’autre part un suivi de la croissance des plantules sous serre pour déterminer les

performances des différentes provenances.
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I. Syntheése bibliographique
1.1. La dormance

Chez les plantes a fleurs, I'embryogenése aboutit au développement d’une graine
enfermée dans le fruit. Aprés séchage et dessiccation de la graine, I'embryon entre dans une
période de repos ou de dormance. Les graines au repos germent lorsque les conditions
appropriées nécessaires a la reprise de la croissance de I'embryon sont fournies, tandis que les
graines dormantes ne germent que lorsque d'autres conditions additionnelles hormonales,
environnementales, métaboliques, ou physiques sont respectées (Raghavan 2002). Malgré les
différentes recherches menées sur la dormance, il n'existe pas de définitions claires du
phénomene, peut-étre parce qu'elle se manifeste et se brise de différentes facons chez
différentes espéces (Bewley 1997). La dormance des graines peut étre considérée comme
I'échec d'une graine intacte et viable de compléter le processus de la germination sous des
conditions favorables (Bewley 1997).

La dormance est une propriété innée des semences qui définit les conditions de
I'environnement dans lequel la semence sera capable de germer. Elle est déterminée par la
génétique, et les conditions environnementales qui ont également une influence importante
sur la germination. Elle est due, au moins en partie, aux hormones : acide abscissique
(Hilhorst 1995) et gibbérellines de la plante. (Finch-Savage et al., 2006) et joue un réle
important chez les plantes pour surmonter les conditions environnementales défavorables
(Bentsink et al., 2008).

Chez certaines espéces, les graines ne peuvent pas accomplir la germination parce que
leurs embryons sont soumis aux contraintes de structures qui les entourent. Ce phénomene est
connu sous le nom de dormance renforcée, car les embryons isolés a partir de ces graines ne
sont pas dormants. Chez d'autres especes, un second type de dormance se manifeste, dans

lequel les embryons eux-mémes sont en dormance (dormance embryonnaire).

Pour comprendre les mécanismes de la dormance, il faut comprendre ceux de la
germination qui restent inconnus en raison de la difficulté de gestion des populations de
semences qui ne complétent pas le processus d'une maniére synchronisée. Ajoutant a cela que
la libération de la dormance peut étre encore plus irréguliére parce que le stimulus seuil

nécessaire pour favoriser la germination varie considérablement selon les graines.
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les types de dormances sont répartis en deux groupes : dormance primaire et secondaire
(Vallée et al., 1999) :

> Dormance primaire liée a une dormance embryonnaire ou tégumentaire,
observée méme si les conditions environnementales sont favorables a la germination.

> Dormance secondaire liée principalement aux conditions nécessaires au bon
déroulement de la germination, ainsi une levée de dormance primaire chez une graine qui
coincide avec des conditions défavorables de déroulement de la germination (manque de
lumiére, excés ou déficit de température, ...) peut provoquer une dormance secondaire

(Symons et al., 1987).

Plusieurs plantes de la famille des Iégumineuses sont caractérisées par des graines dures
résistantes avec une dormance physique. Ces graines persistent plusieurs années, elles ne
germent que lorsque leurs téguments sont fissurés, permettant ainsi une perméabilité a I'eau
(Raven et al., 2011). Les graines qui présentent une dormance physique, généralement leurs
embryons ne sont pas dormants, cependant, elles ne peuvent pas germer a cause de leur
imperméabilité a I'eau (dormance tégumentaire) (Baskin et al., 2000b), une caractéristique qui
doit étre levée en réponse a des facteurs environnementaux qui signalent l'installation des
conditions favorables pour amorcer une germination. Dans les régions tropicales/subtropicales
et tempeérées, les graines de type récalcitrantes sont intolérantes a la déshydratation, d'ou le

besoin continuel d'un environnement humide qui assure leurs viabilités (Baskin et al., 2000a).
1.2. Interaction d'Acacia tortilis subsp raddiana avec son environnement

Les facteurs abiotiques environnementaux occupent une place fondamentale dans les
études et les théories écologiques sur la structuration des groupements végétaux (Callaway et
al., 1997 ; Grime 1998). Ainsi, la compétition, facilitation et allélopathie se superposent dans

le bilan qui peut étre fait de 1’état ou de la distribution des individus a un moment donné.

Depuis une vingtaine d'années, les relations de compétitions sont évoquées a plusieurs
reprises dans les modéles de fonctionnement et d'aménagement des zones arides.
Actuellement, le regain d’intérét pour les interactions positives a permis de favoriser la
facilitation par rapport aux autres relations (Brooker et al., 2008 ; Kikvidze et al., 2011). De
point de vue pratique, la facilitation parait un outil trés fascinant pour la restauration des
milieux dégradés (Padilla et al., 2006 ; Gomez-Aparicio 2009 ; Munro et al., 2009 ;
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Richardson et al., 2010), que ce soit dans les milieux méditerranéens (Kunstler et al., 2006 ;
Riverst et al., 2011) ou dans les foréts tropicales (Parrotta et al., 1997 ; Engel et al., 2001 ;
Shono et al., 2006 ; Griscom et al., 2011 ; Ortega-Pieck et al., 2011). L’action de la
facilitation ne se limite pas seulement a 1’amélioration de la survie ou de la croissance des
plantes (Cavieres et al., 2012), mais également a I’amélioration de la fertilité et de la teneur en

eau du sol ainsi qu’a la modification du substrat (Abdallah et al., 2012a ; Ross et al., 2012).

Des ¢tudes ont ét¢ menées dans ce sens a titre d’exemple nous notons : 1’évaluation des
variations spatiales et temporelles des effets positifs, négatifs et nets d’une herbe sur un autre
(Maestre et al., 2003) ; mesure des petites interactions biotiques ; et les variations locales
déterminant la répartition spatiale ; et la performance des plantes (Gazol et al., 2012) ;
I’examen de ’effet de facilitation des plants (Callaway et al. 1997 ; Kunstler et al. 2006 ;
Abdallah et al. 2008 ; Gomez-Aparicio 2009 ; Riverst et al. 2011 ; Goergen et al., 2012).

Acacia tortilis subsp raddiana est une espéce clé de volte des zones arides et
sahariennes de I’Afrique (Munzbergova et al., 2002 ; Andersen et al., 2007a ; Andersen et
al., 2007 b ; Noumi et al., 2012). Elle joue un r6le important dans I'amélioration des facteurs
microclimatiques de son écosystéme (Weltzin et al., 1990 ; Khanna 1997 ; Abdallah et al.
2008) ce qui assure un développement de la diversité et de la production de la strate herbacée
(Abdallah et al. 2008). L’impact positif d’Acacia est di principalement a 1’amélioration des
disponibilités en eau et en nutriments du sol est approuvé par un ensemble des études
(Weltzin et al. 1990 ; Bowie et al., 2004 ; Abdallah et al. 2008 ; Abdallah et al. 2012a ;
Abdallah et al. 2012 b ; Fterich et al., 2012b).

La maitrise de la germination et de la croissance des plants est essentielle d’une part,
pour une meilleure gestion de la sélection des especes autochtones, candidates, compte tenu
de leur possible succeés (tolérance a la sécheresse) au niveau de 1’amélioration des systémes
agroforestiers et d’autre part pour augmenter les chances de réussite, et minimiser le cott des
travaux de reboisement. 1l est actuellement établi que la régénération des especes sous
bioclimat présaharien et aride est souvent entravée par un faible établissement des semis.
L'information sur la biologie des semences et les indices de germination souffre d'une grande
défaillance (Abari et al., 2012). La germination est entre autres sujette a des caractéristiques
endogenes des semences, mais aussi aux conditions environnementales du milieu, et en

particulier a la disponibilité de 1’eau, ainsi qu’a la salinité du sol (Gutterman 2000).
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Il.  Matériels et méthodes
I1.1. Test de germination

1n.1.1. Collection des graines

L’étude des propriétés germinatives des graines d’Acacia tortilis subsp raddiana a porté
sur six provenances marocaines : Msied, Guelmim, Tata, Foum Zguid, Tazarine et Mcissi. La
collecte des fruits murs, de type gousse, a éte réalisée au mois de juin 2008. Les fruits récoltés
ont été conservés dans des sachets en papier et placés dans un endroit aéré au Laboratoire de
Biotechnologies et de Valorisation des Ressources Naturelles de la Faculté des Sciences
d’Agadir.

Les graines utilisées dans notre expérimentation étaient toutes saines, sans traces de
bruchidés, ou d’autres parasites. La viabilité des graines a été testée en placant les semences

dans de I'eau ; les graines qui coulent sont supposées viables.
11.1.2. Prétraitement et prégermination des graines

Les téguments des graines d’Acacia tortilis subsp raddiana ont une structure
anatomique typique des légumineuses, qui se traduit par une forte inhibition tégumentaire de
la germination (dormance physique). Cela implique qu’une scarification naturelle ou
artificielle du tégument est nécessaire pour permettre 1I’imbibition et la germination des
graines. Pour lever la dormance physique des graines, trois prétraitements ont été testés en

comparaison avec le témoin non traiteé :

- Trempage dans I’acide sulfurique (H,SO,) concentré a 97 % pendant 1 h (Masamba
1994 ; Ashraf et al., 2005 ; Akram Kiani Abari 2011 ; Abari et al. 2012)

- Scarification manuelle (Masamba 1994 ; Ashraf et al. 2005 ; Akram Kiani Abari
2011 ; Tadros et al., 2011 ; Fox et al., 2012) : a I’aide d’un papier abrasif (verre), nous avons
réalisé une petite entaille au niveau du tégument de la graine du c6té opposé au pole de
I'embryon (Orozco-Almanza et al., 2003).

- Trempage dans de I’eau bouillante pendant 24 h (Masamba 1994 ; Akram Kiani Abari
2011 ; Ammondt et al., 2012)

Aprés chaque traitement, les graines ont été désinfectées séparément par trempage dans

I’hypochlorite de sodium (Eau de javel) 1 % additionné de quelques gouttes de Tween,
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pendant une heure, suivie de trois ringages de 10 min avec I’eau distillée stérile afin

d’éliminer les traces de I’hypochlorite de sodium.

Pour chaque population et pour chaque traitement, nous avons réalisé trois répétitions a

raison de 25 graines.
1.1.3. Mise en germination des graines

La préparation des graines et leur stérilisation a été réalisée sous une hotte a flux
laminaire, afin d’éviter la contamination microbienne des échantillons. La hotte est équipée
d'une lampe UV a effet germicide qui permet de stériliser le plan de travail et son contenu
lorsqu'il n'est pas utilisé. Les graines traitées ont eté placées dans des boites de Pétri contenant
du papier Whatman préalablement stérilisé et imbibé d’eau distillée stérile (3 ml pour chagque
boite). Les boites ont été ensuite incubées a 1’obscurité a 25 °C. La germination d'Acacia
tortilis subsp raddiana est optimale (supérieure & 90 %) dans une gamme de températures
comprises entre 20 et 35 °C (Grouzis et al. 2003a).

Un apport de 1 ml d'eau distillée stérile est réalisé tous les sept jours avec, si necessaire,

changement de papier Whatman.

Un suivi journalier, de la germination, a été effectué sur une durée de 28 jours. Les
pourcentages cumulés de germination ont été déterminés afin de comparer la capacité
germinative d’Acacia tortilis subsp raddiana a 1’échelle des différentes provenances étudiées.
La germination est déterminée par I'extension de la radicule au-dela de 1 mm (Miller 1995 ;
Mbaye et al., 2002)

1.2, Test de croissance des plantules d’Acacia tortilis subsp raddiana
SOUS serre.

1.2.1. Repiquage des graines germees sous serres.

Le montage de 1’essai sous serre a été réalisé selon un dispositif en blocs al€atoires
complets avec trois répeétitions, ou chaque répétition est représentée par cing graines germees.
Les graines ont été repiquées dans des plaques de 40 alvéoles, ou chaque alvéole a une
dimension de 20 cm de profondeur et 8 cm de diamétre, contenant un mélange de sable et de

tourbe dans des proportions de 2:1 (Fig. 4).
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Fig.5. Mesure du diametre au collet a I’aide d’un pied a coulisse
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L’arrosage a été effectué¢ quotidiennement a raison de 80 ml d’eau pour chaque alvéole.
La température de la serre n'était pas contrblée, elle variait selon les conditions climatiques,

de 27 °C a 38 °C. Le suivi de la croissance a été réalisé du 23 Mars au 23 septembre 2010.
11.2.2. Parametres de suivi de la croissance des plantules

Dans le but de déterminer la vitesse de démarrage de croissance des plantules, nous
avons effectué un suivi de la date d’apparition de la premiere feuille, la deuxiéme feuille et

des épines au niveau des six provenances étudiées.

Le suivi de la croissance des plantules d’Acacia tortilis subsp raddiana, a été réalisé sur
une période de six mois. Chaque semaine, sept parametres ont été mesurés (Mehari et al.,
2005) : longueur de la tige (StL) en cm, mesurée en utilisant une régle graduée, la mesure est
prise du collet a I’insertion du méristéeme apical, diamétre au collet (DC) en mm : mesure
prise a 1’aide d’un pied a coulisse numérique (Fig. 5), nombre de feuilles (NbLv), nombre de
nceuds (NbNd), nombre d’épines (NbP) et leur taille moyenne (ASP).

11.3.  Analyse statistique
11.3.1.  Test Levene homogénéisation des variances, et

transformation des données

« Un postulat important a la base de I'ANOVA concerne [’homogénéité des variances.
Plusieurs études semblent démontrer que dans le cas d’échantillons d’effectifs égaux, le test F
est un test robuste, c'est-a-dire qu’il est peu affecté par la violation du postulat de normalité
des données brutes et la violation de [’homogénéité des variances. C’est une des raisons pour
laquelle plusieurs auteurs recommandent fortement [’utilisation de groupes égaux. Toutefois
(Wilcox 1987) démontre que méme dans le cas d’échantillons de tailles égaux, le test F peut
étre affecté par une hétérogeénéité sévere des variances, d’ou l’'importance d’une vérification
préalable a I'aide de tests statistiques. Conover et ses collaborateurs (Conover et al., 1981)
ont recensé et comparé 56 tests d’homogénéité des variances. Un des meilleurs est le test de

Levene (Levene 1960) et sa variante, le test de Morton (Morton et al., 1974),

Le rejet de 'hypothése nulle (un ratio F significativement supérieur a 1.00) implique la
présence d’hétérogénéité dans les variances et la nécessité de recourir a une transformation
non linéaire des données dans le but de ramener les scores extrémes plus pres de la

moyenne. » (Anonyme 2012b)
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En effectuant le test de (Levene 1960) sur nos échantillons il s'est avéré que nous avons
une hétérogeéneité des variances d'ou nous avons procede a une transformation des
(normalisation) données selon I'équation : x = Inx + 5, ou x = arsinus+v/x dans le cas des

valeurs sous forme de pourcentage.
11.3.2. Analyse de variance

L’ensemble des données a été soumis a une analyse de variance a deux critéres de
classification : prétraitement et provenance pour le test de germination, provenance et bloc
pour le test de croissance. Une comparaison multiple Post-Hoc des moyennes selon le test de
Duncan au seuil de 5 % a été également réalisée pour définir les groupes homogénes. Ces
derniers ont été réalisés par la procédure GLM (Modele Linéaire Général) du logiciel
Statistica V6.0 (StatSoft France 2003).

Nous avons calculé le pourcentage de germination des graines dans le but de définir le

pouvoir germinatif de chaque provenance en nous basant sur I'¢quation : G, = % x 100

Avec G, le pourcentage final de germination, n le nombre de graines germées, N le

nombre initial des graines mises a germer.

De méme, nous avons calculé le taux de germination qui donne une idée sur I'évolution
de la germination des graines dans le temps. Le taux de germination est déterminé par le

calcul du nombre de graines germées dans un intervalle de temps selon I'équation :

Avec G, le taux de germination, n le nombre de graines germées a l'intervalle de temps

t, dans notre cas nous avons pris comme intervalle de temps une semaine (7 jours)

La vitesse de germination est également prise comme critére. Elle peut étre quantifiée
soit par le temps nécessaire pour obtenir la germination de 50 % du pourcentage cumulé des
graines (Orozco-Almanza et al. 2003), soit par la valeur de la pente de la courbe représentant

le pourcentage de germination en fonction du temps.
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I11. Résultats et discussion

I11.1. Effet des prétraitements sur la germination in situ des graines

Nous avons testé trois methodes pour lever la dormance des graines d'Acacia tortilis
subsp raddiana. Les figures (6a.b) montrent que le traitement chimique avec l'acide sulfurique
et le traitement mécanique a 1’aide du papier de verre ont donné les meilleurs résultats pour
toutes les provenances a I’exception de Foum Zguid ou le meilleur pourcentage de
germination (75 %) a été obtenu par le traitement a I'eau bouillante (Fig.7). L'acide sulfurique
est un acide fort, il dégrade les téguments augmentant ainsi leur perméabilité, ce qui rend le
processus de germination plus rapide. L’usage de 1’acide sulfurique concentré peut se révéler
dangereux, I'application de cette technique en pépiniere reste difficile et non recommandée

aux débutants.

La scarification mécanique a généré les meilleurs pourcentages de germination pour les
deux tiers des provenances étudiées il s'agit de : Foum Zguid, Msied, Mcissi, Tazarine, avec
successivement un pourcentage de germination de 95 %, 87 %, 84 %. Pour la provenance de
Tata et Msied ; I'effet de I'acide sulfurique et du papier de verre sur la germination finale était
étroitement proche. Les deux traitements permettent d’obtenir un pourcentage de 1’ordre de
100 % pour la provenance de Msied, tandis que pour les échantillons de la localité de Tata
nous avons noté 76 % pour la scarification a 1’aide du papier verre et 72 % de pour les
graines traitées avec 1’acide. La scarification par I’eau bouillante parait la moins rentable en
terme de pourcentage par rapport aux autres traitements. Les pourcentages de germination

varient entre 75 % Foum Zguid et 47 % a Guelmim.
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Fig.6a. Pourcentage de germination des provenances sous les trois traitements
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La majorité des espéces d'Acacia ont un tégument dur qui leur permet de survivre dans
des conditions environnementales difficiles (Teketay 1998 ; Venier et al., 2012a ; Venier et
al., 2012b ; Venier et al., 2012c), connue sous le nom de dormance physique (imperméabilité
du tégument a I’cau) des graines. Ce mécanisme revét une importance écologique en
déterminant le lieu et le temps de germination des graines. Jurado et Westoby (Jurado et al.,
1992) supposent que les especes a germination rapide profitent d'un seul événement de
précipitations, tandis que, les especes a germination lente ont besoin de l'incidence de
plusieurs événements pluviométriques pour assurer une humidité suffisante du sol sur une

longueur de temps considérable.

La dormance des graines d'Acacia peut étre rompue par scarification mécanique ou
ramollissement chimique (Sy et al., 2001). Toutefois, la scarification manuelle ne garantit pas
la germination de toutes les graines viables, et n'est pas appropriée pour une utilisation a
grande échelle (Clemens et al., 1977). Cependant, il a été démontré que la scarification
mécanique des graines de A. origena et A. pilispina, assure une germination de 100 %
(Teketay 1998). La germination d’A. oerfota a été augmentée de maniére significative lorsque
les graines ont été scarifiées par du papier verre. Pour A. pilispina et A. origena, le trempage
dans l'acide sulfurique pendant 60 min, 90 min, 120 min fait que le pourcentage de
germination peut augmenter de facon significative (>95 %) (Teketay 1998). Les travaux de
(Rodrigues et al., 2008) ont également démontré que I'immersion des graines de A. mangium
dans l'acide sulfurique pendant 90 min, et dans I'eau bouillante pendant 60 s étaient les plus
efficaces pour lever la dormance des graines, cela est di au ramollissement du tégument qui

augmente la perméabilité de la couche endocarpe (Rostami et al., 2009).
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Fig.6b. Pourcentage de germination des provenances sous les trois traitements
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Ces résultats qui s'accordent en partie avec ceux de (Teketay 1996 ; Aref 2000 ; Abari et
al. 2012) montrent que la levée de dormance chez Acacia tortilis subsp raddiana se fait d'une
maniere efficace a 1’aide de la scarification mécanique. Cette technique présente 1’avantage
d’étre plus facile et plus sécurisée et peut remplacer 1'eau bouillante et l'acide sulfurique,
techniques plus lourdes et plus dangereuses. Cela n’empéche pas que plusieurs études ont
démontré I’efficacit¢ de 1’eau bouillante et/ou de I’acide sulfurique pour la levée de la
dormance chez les graines d’Acacia tel qu’Acacia farnesiana et A. salicina (Foroughbakhch,
2000 ; Rehman et al., 1999). Le trempage dans I'eau du robinet froide pendant 48 h, génére
les pourcentages de germination les plus faibles par rapport aux autres techniques (Abari et al.
2012). Un résultat similaire a été obtenu sur les graines A. nilotica aprés trempage de ses
graines dans l'eau du robinet pendant 72 h. Cette derniére a produit un pourcentage de
germination trés faible de I’ordre de (4 %) (Goda 1986).

Nos constatations nous permettent de conclure que la dormance chez Acacia tortilis
subsp raddiana et de type physique (Venier et al. 2012b), associée a la structure du tégument
de la graine imperméable a 1’eau. Le ramollissement du tégument par un traitement chimique
(acide sulfurique) ou fissuration par traitement mécanique (papier de verre) s’avere essentiel
pour favoriser la germination, en augmentant la permeabilité a I'eau et I'afflux de I'oxygene a
I'embryon. Aprés un traitement approprié¢ par 1’acide sulfurique et/ou papier de verre, la

majorité de nos graines a rapidement germe.

30



Traitement témoin

100
X
c
2
'é' —&— Foum Zguid
E —=— Tazarine
o
:f —*— Mcissi
©
2 Msied
]
§ —o— Tata
(&)

—+— Guelmim

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27

Temps de germination (jours)

Eau bouillante

100
xX
c
2
"éf —&— Foum Zguid
§ —=— Tazarine
)
g —— Mcissi
2 Msied
S
§ —o— Tata

—+— Guelmim

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27

Temps de germination (jours)

Fig.7. Comparaison de I'uniformité de germination des six provenances etudiées
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111.2.  Uniformité et taux de germination des provenances

L’analyse des courbes de germination (fig.6a, et 6 b) montre 1’existence de trois phases

dans la cinétique de germination :

v Une premiére phase de latence de trés courte durée, la majorité des graines ont germé a
partir du premier ou du deuxieme jour, cette phase correspond a la phase d’imbibition
des graines ;

v" Une deuxiéme phase exponentielle ot 1’on assiste a une accélération de la germination

v Une troisieme phase caractérisée par un palier indiquant un arrét de la germination.

Bien que les courbes aient la méme forme générale, d'importantes différences dans le
pourcentage de germination cumulé apparaissent entre les populations. La forme des courbes
dépend aussi de l'uniformité de la population, le degré de simultanéité ou la synchronie de la
germination. Il est surtout évident que la population des graines représentée par la courbe de
Foum Zguid pour les trois traitements, Mcissi dans le graphe de traitement par l'eau
bouillante, et Guelmim dans le graphe de traitement par papier de verre n’est pas uniforme.
Dans ces cas, un pourcentage limité de graines parvient a germer assez tot, mais le reste

commence & le faire aprés un délai.

En prenant le cas de Foum Zguid, on remarque que cette derniere a adopté le méme
comportement dans les trois traitements, par conséquent, la population semble se composer de
deux groupes distincts : un groupe a germination rapide et I'autre a germination lente (voir
Fig.7). Cet exemple illustre également le fait que les populations avec la méme faculté
germinative, par exemple, Msied et Guelmim pour le traitement d'acide sulfurique, peuvent
étre différentes par autres points tels que le pouvoir germinatif. Ainsi, on trouve que Msied
avait un pouvoir germinatif de 99 % pour I’acide sulfurique alors que Guelmim n’avait que
76 %. L’allure homogene représentée chez 1I’ensemble des populations par une pente refléte
qgue la majorité de la germination des graines, se produit sur une période de temps
relativement court. Cela prouve que les graines en général germent plus dans la premiére que

dans la seconde moitié de la période de germination.
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Bien que les échantillons de graines puissent étre identiques dans la mesure ou la
capacité de germination et l'uniformité a la fois sont concernées, ils peuvent étre trés
différents dans leur taux de germination. Le taux de germination peut étre défini comme
I'inverse du temps pris pour que le processus de germination soit achevé, en commencant a
partir du moment de I'ensemencement. Cela peut étre déterminé pour une graine individuelle,

mais elle est généralement exprimée pour une population.

La mesure du taux de germination peut étre baseée sur le temps requis par un
pourcentage quelconque de graines, généralement de 50 %, pour terminer le processus de
germination (Bewley et al., 1994). A ce stade, il est utile de revenir briévement a la question
de l'uniformité. La population de graine qui est tres uniforme est celle dans laquelle les taux
de germination individuels sont proches du taux moyen de germination pour la population
dans son ensemble. L'uniformité, par conséquent, peut étre exprimée comme la variance de

temps individuels autour de la moyenne du temps de la population.

111.3. Effet de la provenance et des traitements sur le pourcentage et le

taux de germination

L’ensemble des données a été soumis a une analyse de variance a deux critéres de

classification : prétraitement et provenance pour le test de germination.

Les résultats montrent que le facteur provenance n'a pas d’effet significatif pour le taux
de germination (tableau 1), alors que ce facteur a un effet significatif pour le pouvoir
germinatif au seuil a=0,001 (tableau 2). L'effet du facteur traitement s'avere trés hautement
significatif pour les deux cas, ce qui prouve I’intérét des traitements utilisant le papier verre et
l'acide sulfurique par rapport au traitement a l'eau chaude. L’interaction des deux effets
provenances et traitements présente des différences trés hautement significatives pour le taux

et le pourcentage de germination.

Nous avons eu recours au test Newman-Keuls au seuil a = 0.001 pour associer les
groupes homogénes avec les meilleures moyennes du taux et du pourcentage de germination
(tableau 3). Les provenances Mcissi, Foum Zguid sont les meilleures en terme de pourcentage
et taux de germination, suivie par Guelmim et en dernier on trouve successivement Tata et

Tazarine.
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Les meilleures vitesses de germination sont notées pour la provenance de Mcissi et
Msied qui ont atteint 50 % de germination au premier jour apres semi pour le traitement

papier verre, et au deuxieme jour pour le traitement acide sulfurique Fig.8.
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Fig.8. Vitesse de germination pour les trois traitements acide sulfurique, papier verre et
eau bouillante pour les six provenances.
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Tableau 1. Analyse de variance a une voie des taux de germinations des graines
d'A. raddiana (prov : provenance, Trait : traitement)

1°¢ et 2°™ phase de germination 3“™ phase de germination
df 1°"® semaine 2™ semaine 3™ semaine
F P F P F P
Prov 5 1,66** 0,20 3,62** 0,02 7,53** 0,00
Trait 3 38,70***  <0,001 97,17*** <0,001 84,78*** <0,001
Prov*trait 15 22,48***  <0,001 6,071*** <0,001 4,36*** <0,001
Erreur 48

Tableau 2. Analyse de variance a une voie du pourcentage de la germination d'A.

raddiana
of Pourcentage de germination
F P
Provenance 5 7,53%** <0,001
Traitements 3 84,78*** <0,001
Provenance*traitement 15 4,36*** <0,001
Erreur 48

Tableau 3. Les groupes homogénes formés a partir test Newman-Keuls au seuil a =

0.001
Tata Guelmim Fou_m Msied Tazarine Mocissi
zguid
o5 1 semaine 747c  7,50c 754c  758bc  7,66b 7,79
T g ‘
C§U é 2°™ semaine 7,73a 7,62b 7,82a 7,83a 7,74a 7,82a
= \
> 3™ semaine 778b 7,60c  7,89ab  7,85ab  7,86ab 7.91a
Pourcentage de germination 4,17b 3,98¢ 4,28ab 4.24a 4,24ab 4,30a

Tableau 4. Analyse de variance de |'apparition de la premiere et la deuxiéme
feuille et la premiere épine entre les six provenances

1% feuille feuille 2°™ Epine
Source de variance Df
F P F P F P
Provenance 5 0 1 0,045 0,998801 0,0329 0,999438
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I11.4. Croissances des plantules
111.4.1. Le plant de six mois

D’une fagon générale, le plant d'Acacia tortilis subsp raddiana de six mois est constitué
d'une tige dressée qui présente, au-dessus des cotylédons, une série de feuilles penninerves
composées paripennées a phyllotaxie alterne spiralée avec des folioles, et des épines qui
marquent la présence d'un nceud. Le plant présente également un pivot, muni de nombreuses
racines latérales fines. Dans la partie aérienne, la ramification apparait entre le troisieme et le
quatrieme mois de croissance, ces ramifications continuent de se prolonger et portent, par la
suite, de nouvelles ramifications latérales. Ce mode de croissance a été observé chez toutes les
provenances. Cependant, certains plants ont montré une importante croissance en hauteur sans

présenter de ramification ce qui a fragilisé la tige et a causé sa courbature.

I11.4.2.  Cinétique de croissance des plants

111.4.2.1.  Premier mois

L’existence d’une différence trés hautement significative de la vitesse de germination
des graines entre les provenances durant les premiers jours, nous a mené a suivre la cinétique
de croissance des plantules durant le premier mois apres repiquage des graines germées. Les
variables étudiées sont I'apparition de la premiére et de la deuxieme feuille, et de la premiére
épine. L'analyse de variance a une voie ANOVA a un seul facteur « la provenance » (Tableau
4) a montré qu’il n'y a aucune différence significative entre les provenances pour ces trois
variables, ce qui permet de conclure que toutes les provenances commencent leur croissance

avec la méme vitesse.
111.4.2.2. Taux de croissance durant les six mois

Les plants sous serre ont adopté la méme cinétique de croissance durant le premier
mois, cependant cette cinétique a considérablement changé durant les mois suivants. Par
exemple, au troisieme mois la provenance de Foum Zguid a développé un cumul de 60
feuilles et 72 épines, alors que pour la méme période la provenance de Tazarine n’a montré

que 15 feuilles et 15 épines (fig.9).

La comparaison des taux de croissance des plants a montré I’existence de périodes de
croissance rapides en alternance avec des périodes de croissance lente (Fig.10). A titre

d'exemple, on va citer celui de la provenance de Foum Zguid qui a developpé 14 % de feuille
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au premier mois, il a remonté a 25 % au troisieme mois, pour redescendre a 13,47 % au
quatrieme mois et remonter encore une fois a 25 %. Le méme patron est adopté par les autres

provenances pour le développement des feuilles, nceuds et des épines.
1.L1.1.1.  Effet de la provenance sur la croissance des plants

L’analyse de la variance (Tableau 5) montre que le facteur provenance est tres
hautement significatif pour les caractéres nombre de feuilles, de nceuds et d’épines. Le
classement des moyennes par le test de Newman et Keuls 8 5 % (Tableau 6) montre que les
plants issus de Foum Zguid sont les mieux classés, suivi de ceux de Mcissi. Ces deux
provenances paraissent avoir une production en biomasse au moins deux fois plus importante

que les quatre autres provenances (fig.11).

Les génotypes originaires des descendances de Foum Zguid et Mcissi peuvent étre
considérés comme vigoureux, leur suivi dans le temps et dans 1’espace (différents sites) apres
transplantation pourrait servir pour la sélection des individus élites. A I’heure actuelle, il est
encore préematuré de considérer les autres caractéres (Longueur de la tige, diametre au collet,
nombre de ramifications, taille moyenne des épines) comme non discriminants, étant donné
qu’une période de six mois reste insuffisante pour avoir des différences notables, les

corrélations juvéniles adultes nécessitent une période d’étude plus importante.
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Fig.11. Cumul en nombre de feuilles, épines et des neeuds chez les six provenances. Nb
Ep : Nombre des épines, Nb FI : Nombre des feuilles, Nb : Nombre des nceuds.
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Tableau 5. Analyse de la variance pour le facteur provenance en relation avec les
caracteres de croissance au stade plantule

Effet de provenance

F P-valeurs
Longueur de la tige (StL) en cm 0,28 0,38
Diametre au collet (DC) en mm 0,753 0,15
Nombre de feuilles (NbLv), 12,91 <0,001
Nombre de nceuds (NbNd), 13,66 <0,001
Nombre d’épines (NbP) 13,66 <0,001
Taille moyenne des épines (ASP). 0,94 0,33

Tableau 6. Comparaison des moyennes par le test de Newman et pour les caractéres
ayant une différence significative (nombre de feuilles, de nceuds et des épines)

Foum zguid Tata Tazarine  Guelmim Mcissi Msied
Nombre de feuilles 155° 70° 62° 50° 140° 60°
Nombre des noeuds 157° 73° 63° 52° 116" 60°
Nombre des épines 157° 73 63° 522 116" 60°

Tableau 7.Pourcentage de variation avec définition des axes de I'analyse canonique
discriminante pour les six provenances d’Acacia tortilis subsp raddiana

Axel Axe 2
Valeur propre 11,7 2,79
Proportion de la variance 78 % 18 %
NbLv (0,69)
Les variables defl,nls_sant les NbNd (0,68 ASP (0,29)
axes et leurs correlations
NbP (0,68)
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1.1.2. Analyse canonique discriminante ADC

L’analyse canonique discriminante a été¢ appliquée sur les données du sixiéme mois. Le
tableau 7 donne les pourcentages de variation et les paramétres qui contribuent le plus a la
définition des deux premieres composantes canoniques. Ainsi, on trouve que la premiére
composante est définie par le nombre de feuilles, des épines et des nceuds présentant 78 % de
I’inertie, et la deuxiéme composante est définie par la taille moyenne des épines qui absorbe
18 %. Ces deux axes rendent compte de la plus grande partie de la dispersion, puisqu'elles

absorbent 96 % de la variabilité totale.

La représentation graphique (figure. 12) révele un chevauchement plus ou moins
marqué entre les polygones de dispersion représentant les six provenances. La composante
canonique 1 oppose les populations Foum Zguid et Mcissi qui possédent un nombre de
feuilles important, par rapport au reste des provenances. La composante canonique 2
représente 18 % seulement de la variation totale. Elle permet de distinguer la provenance

Foum Zguid caractérisée par une taille moyenne d’épines la plus basse que celle de Mcissi.

Foum Zguid présente les moyennes les plus importantes pour les variables
discriminantes canoniques (NbLv, NbNd et NbP), en formant le premier groupe, cela pourrait
s’expliquer par une adaptation d’Acacia tortilis subsp raddiana a la forte aridité de ce milieu
par rapport aux autres provenances. La sécheresse du sol permettrait aux racines de s’allonger
en profondeur, pour arriver aux horizons les plus humides (Grouzis and Le Floc'h, 2003). Par
ailleurs, ce caractére pourrait étre dii a I’influence de I’environnement d’une part sur la
sélection des génotypes les plus vigoureux, les plus résistants et les plus aptes de subsister
dans un microclimat stressant et d’autre part sur I’expression du génotype, menant a des
changements dans la répartition des hormones de croissance dans la plante (Segura et al.,
2004). En effet, la présence d’un nombre de feuilles plus élevé permettrait aux plants de
synthétiser plus de matiére organique ce qui faciliterait ainsi leur croissance (Sanon, 2009).
La provenance de Mcissi montre une dispersion la plus importante ce qui indique une

variabilite intraprovenances trés marquée au sein de cet écotype.
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Le troisieme groupe forme une hétérogéneéité continue entre les individus des quatre
écotypes restants qui sont : Tazarine, Msied, Tata et Guelmim, ce groupe se caractérise par les
moyennes les plus basses pour toutes les variables analysées. Ceci pourrait s’expliquer par le
mode de reproduction chez 1’espece Acacia tortilis subsp raddiana qui est de type allogamie,
ce dernier est capable de créer des variétés identiques, méme avec un éloignement entre les

provenances etudiees.
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Fig.12. Analyse canonique des parameétres de croissance : cumul du nombre de feuilles,
des nceuds, des épines et la taille moyenne des épines des six provenances étudiées Foum
Zguid, Tata, Tazarine, Guelmim, Mcissi et Msied.
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Il. Conclusion

Les résultats relatifs aux tests de germination ont montré que la méthode la plus efficace
pour lever la dormance tégumentaire chez Acacia tortilis subsp raddiana consiste au
trempage des graines dans 1’acide sulfurique 99 % pendant une heure. La scarification

mécanique a 1’aide du papier abrasif a donne également de bons résultats.

La germination des graines a été réalisée a une température de 25 °C, avec une
incubation a l'obscurité, ce qui reflete le caractére non photosensible des graines. Une
différence trés hautement significative a ét¢ démontrée par 1’analyse de variance pour le
facteur provenance et traitement. Les meilleures moyennes du % de germination ont été
notées pour la provenance de Msied, Foum Zguid et Mcissi avec successivement 97 %, 92 %
et 99 % pour le prétraitement a I’acide sulfurique et 99 %, 95 % et 84 % pour le

prétraitement avec du papier de verre.

L'acide sulfurique est un acide fort, il dégrade les téguments en augmentant ainsi leur
perméabilité, ce qui rend le processus de germination plus rapide. Cependant, son usage peut
se réveler dangereux, l'application de cette technique en pépiniere reste difficile et non
recommandée, ce qui rend son application limitée. Cette méthode peut étre réalisée dans des
laboratoires spécialisés. La scarification mécanique a 1’aide du papier verre, quant a elle, peut
s'appliquer sans danger et les moyens utilisés ne requierent pas de compétence particuliere et
sont a la portée. Cette technique peut étre recommandée pour la production de plants a faible
colt. La scarification par I'eau bouillante, qui a prouvé son efficacité pour quelque espéces
d'Acacia reste la technique la plus rapide, mais chez Acacia tortilis subsp raddiana son

rendement était le moins satisfaisant.

Nous avons conclu, également que les populations avec des taux de germination
similaires, peuvent différer pour leur cinétique. D'un autre point de vue, les provenances qui
donnent des taux de germination importants ne sont pas forcément corrélées a la vitesse de
leur croissance aprés transplantation. Ainsi, la provenance de Msied qui a donné un
pourcentage de germination de 1’ordre de 97 % pour le traitement chimique et 99 % pour le
traitement meécanique, possede une croissance faible représentée par les plus faibles cumule

de feuilles, de nceuds et des épines.
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Le suivi de la croissance des plants pendant six mois est marqué par un démarrage avec
la méme vitesse, mais des le deuxieme mois, ils commencent a se distinguer. En conséquence,
nous avons trouvé que la provenance de Guelmim qui a présenté des taux de germination
faibles a développé une biomasse la meilleure par rapport a Msied, et Tazarine qui ont donné
des taux de germination importants. Toutefois, d’autres provenances gardent des niveaux
élevés a la foi pour leur taux de germination et de leur vigueur au stade pépiniére. Ainsi, la
provenance de Mocissi a gardé le méme comportement avec la meilleure capacité de
germination et de croissance. De ce fait, on peut qualifier la provenance de Mcissi comme
étant la meilleure provenance suivie par Foum Zguid pour les programmes de conservation et

de sélection afin de boiser les espaces dégradés.
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Chapitre 2

Quantification de la variation morpho-
métriqgue des gousses d'Acacia tortilis

subsp raddiana
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Résumé

Dans le but de la caractérisation du polymorphisme des fruits (gousses) chez les acacias
sahariens (Acacia tortilis subsp raddiana) du Maroc, une étude comparative au sein et entre
dix provenances (Mecissi Tazarine, Agdz, N’koub, Foum Zguid, Tata, Tissint, Assa,
Gluemim, et Msceid) a été réalisee. En plus de la détermination de la forme des gousses
échantillonnées, huit caractéres biométriques ont été mesurés sur deux compagnes successives
(2009 et 2010) : longueur de la gousse (LNGS) ; largeur de la gousse (LRGS) ; poids de la
gousse (PGS) ; poids des graines de la gousse (PGR) ; poids de la gousse sans graine (PGS-
PGR) ; nombre de graines par gousse (NGR/GS) ; nombre de graines infestées par gousse
(NGRIf/GS) ; poids de 100 graines (P100GR).

Les résultats obtenus montrent que six formes de base ont été déterminées au niveau de la
gousse (allongée, spiralée, ondulée, ronde, arquée et ressort) avec une nette dominance de la
forme arquée. Pour les deux années d’étude, Tazarine, N’koub et Tissint présentent les
valeurs moyennes les plus élevées pour la majorité des caracteres étudiés. Les valeurs du
coefficient de variabilité phénotypique (PCV) les plus faibles sont notées pour le caractere
largeur de la gousse (LRGS) avec environ 12,5 % pour les deux années. Les valeurs les plus
élevées pour le PCV ont été notées pour le nombre de graines infectées par gousse avec
successivement 64,48 % (année 1) et 65.02 % (année 2). Les coefficients de variation
génotypique (GCV) ont montré des tendances similaires a celles des coefficients de variation
phénotypique (PCV). En ce qui concerne I'héritabilité au sens large, 92,75 % et 92,63 % pour
le poids de 100 graines ont été enregistrés successivement pour I’année 1 et 2. D’apres les
analyses de variance et leur décomposition, selon les caractéres, on peut opter dans la
stratégie de gestion de la conservation de la diversité et dans la selection soit pour le facteur
arbre (i.e., poids de la gousse, poids de 100 graines) ou provenance (i.e., Longueur de la

gousse, nombre de graines par gousse et nombre de graines infectées par gousse).

Mots clés : Acacia tortilis subsp raddiana — Variabilité - Gousses - Analyse de variance-

coefficient de variation génotypique - coefficient de variation phénotypique — héritabilité
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Introduction

Une population est composée d'un ensemble dindividus de la méme espece, ces
individus occupent un habitat défini par des frontiéres géographiques. Elle présente une
structure définie par ses structures spatiales et génétiques ainsi que par son taux de natalité et
de mortalité. La structure spatiale comprend la densité, la taille, la distance de mouvement de
ses individus, 1’aire de répartition de ses especes. La structure génétique quant a elle, mesure

la variation génétique intra et inter populations (Ricklefs et al., 2005).

On entend par variabilité génétique d’une population la mesure des différences
génétiques entre les individus qui la composent. Ces différences génétiques générent des
phénotypes multiples. Les variations phénotypiques se manifestent de deux maniéres, il s’agit
soit de variations discontinues contr6lées par un nombre limité de génes, on parle dans ce cas
de caractéres qualitatifs ou mendéliens, soit de variations continues reconnues sous le nom de
caractéres quantitatifs ou adaptatifs qui sont généralement contrélés par un grand nombre de
génes et par la variation du milieu. Le terme de « variabilité génétique » est réservé aux
caractéres quantitatifs tandis que le terme « diversité génétique » est utilisé pour les caracteres
qualitatifs (Nanson 2004). L'intérét de la variabilité genétique découle de son importance dans
la sélection et I’évolution. Sa mesure permet d’évaluer la capacité d’une population a
s'adapter aux changements environnementaux. Ainsi, une population avec une variabilité
génétique importante garantit sa durabilité dans le temps, car sa variabilité lui permet
d’évoluer rapidement en s’adaptant aux nouvelles contraintes environnementales. La
variabilité genétique est donc sous le contrble combiné des conditions environnementales et
du génotype (Via et al., 1985).

Des méthodes simples permettent de calculer la variabilité génétique : I'écart-type, la
variance ou le coefficient de variation (écart-type / moyenne), ’ANOVA a deux facteurs
permet de comparer deux ou plusieurs génotypes développés dans les mémes conditions
environnementales. L’ANOVA permet de calculer trois composantes : variance due au
génotype (G), variance due a I'environnement (E), et la variance due a l'interaction des deux
(G x E) (Schlichting 1986). Il faut distinguer entre la variabilité génétique qui décrit les
variations au niveau d'un groupe et la plasticité phénotypique qui décrit les variations au

niveau individuel.
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Plusieurs études se sont intéressées a 1’évaluation de la variabilité génétique dans le but
de I'exploiter dans la sélection de caracteres a intérét économique et/ou écologique. Parmi les
caractéres étudiés, on peut citer le nombre de fleurs et de gousses par plante de soja, ces
caractéres présentent les traits agronomiques les plus importants pour la production des
semences (Zhang et al., 2010). 1l s'est avéré que les conditions environnementales telles que
la latitude et les températures basses influencent le développement des gousses chez le soja
(Ohnishi et al., 2010). Chez le colza d’hiver, le nombre de gousses et de graines par gousse et
par plante constituent les composantes de rendement les plus variables, ainsi, le nombre
d'ovules par gousse et le potentiel des ovules a se développer en une graine mdre peut
dépendre de la position de gousse dans l'architecture des plantes et du moment de leur
apparition (Wang et al., 2011). Pour Acacia senegal (L.) Willd une étude s’est intéressée a la
variation quantitative dans le but de caractériser les régions les plus susceptibles d’étre
désignées comme une source de semence pour la conservation du matériel génétique,

sélection pour domestication et production de la gomme arabique (Chiveu et al., 2009).

Cette partie a pour but de déterminer la variabilité morphologique des gousses d’Acacia
tortilis subsp raddiana, dans le domaine saharien du Maroc. Nous cherchons, ainsi, a mettre
en évidence 1’étendue et le potentiel de la variabilité génétique des gousses d'Acacia tortilis
subsp raddiana, I’adaptabilité intra et inter populations caractérisées par des conditions
climatiques et édaphiques spécifiques et, enfin, de chercher si la variabilité des gousses peut

constituer un trait agronomique.

I. Matériel et méthodes

I.1. Sites d’échantillonnages

Cette étude a pour objectif la caractérisation morphologique des gousses d’Acacia
tortilis subsp raddiana de quelques régions sahariennes du Maroc. La variabilité
morphologique a été étudiée chez les gousses matures par des mesures biométriques et des

évaluations qualitatives des caractéres illustrés dans le tableau 8.

Les caractéres biométriques ont été etudiés chez dix provenances ; Agdz, N’Koub,

Tazarine, Mcissi, Tata, Tissint, Foum Zguid, Guelmim, Msied, et Assa (fig.13, tableau 9).

Au Maroc, le domaine saharien se caractérise par des conditions climatiques tres

séveres ; les précipitations ne dépassent pas les 100 mm et se caractérisent par leur extréme
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variabilité (Hlbener, Schmidt et al. 2005 ; (Klose et al., 2008). Les variations de température

sont tres larges et le taux de 1’évaporation est trés important (2000- 3000 mm/an).

Tableau 8. Présentation des caractéres quantitatifs étudiés

Variable Abréviation
Longueur de la gousse LNGS (cm)
Largeur de la gousse LRGS (mm)
Poids de la gousse PGSp (9)

Poids des graines/ Gousse PGR/GS (g)
Poids de la gousse vide (PGS - PGR)(g)
Nombre de graines/Gousse NGR/GS
Nombre de graines infectées/Gousse NGRI/GS
Poids de 100-graines P100 GR

Tableau 9. Caractéristiques géographiques des sites de collection des gousses.

Province Provenance Altitude (m) Latitude Longitude

Agdz (1) 834 30°45° N 5°30° W

N’kob (2) 960 30°50° N 5%44°'W
Zagora

Tazarine (3) 1100 30°42° N 6°31’ W

Foum Zguid (4) 743 30°13°N  6%51°W
Errachidia Mecissi (5) 820 31°13°’ N 4°48° W

Tissint (6) 676 29°51°’N  7°30°' W
Tata

Tata (7) 630 29°43° N 7°57 W
Guelmim Guelmim (8) 527 28°48’ N 927" W
Tan Tan Msied (9) 249 28°02' N 10°50 W
Assa-Zag Assa (10) 385 28°42° N 9°14° W

1.2. Technique d’échantillonnage

L’échantillonnage a été réalisé¢ au mois de juillet sur deux années successives (2009 et

2010). Dans chacune des 10 provenances 10 arbres ont été échantillonnés. Afin de minimiser

le risque déchantillonnage d’individus étroitement apparentés nous avons respecté un
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espacement de 100 m entre les arbres dans chaque station. Sur chaque arbre nous avons

récolté cent gousses dont 30 ont fait I’objet des mesures quantitatives.

La légende
. woom @ Sites d'études

900 m

700 m

- 400 m
- 0m

. Répartition de Acacia Raddiana

Fig.13.Carte des sites d’étude d’Acacia tortilis subsp raddiana.
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1.3. Variabilité morphologique

1.3.1. Biométrie des gousses

Chaque arbre a été défini par huit caractéres morpho-métriques : longueur de la
gousse LNGS (cm) ; largeur de la gousse LRGS (mm) ; poids de la gousse PGS (g) ; poids
des graines de la gousse PGR (g) ; poids de la gousse vide PGS-PGR (g) ; nombre de graines
par gousse NGR/GS ; nombre de graines infestées par gousse NGRIf/GS ; poids de 100
graines P100 GR (g) compté sur des graines saines Fig.. 14.

Une graine est considérée infestée lorsqu’elle présente un orifice visible a 1’ceil nu,

orifice encore fermé, ou quand elle est noire (figure. 15 et 16).
1.1.1. Forme des gousses

Les gousses ont été également caractérisées par leur forme, en effet, I’observation des
gousses a ’ceil nu a permis de repérer un niveau élevé de polymorphisme morphologique, ce

qui nous a incités a étudier ce caractere.

L O e T

Fig.14. Mesure de la longueur et Fig.15. Graine infectée collée sur I’épiderme
largeur de la gousse.

Fig.16 Graines infectées.
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1.2. Méthode d’analyse des données
1.2.1. Structure de la variation phénotypique

Les données biométriques et des parametres de génétique quantitative sont analysés sur
deux ans a I’échelle uni et multivariable, a différents niveaux de structuration des arbres (intra
et interprovenances) (ElI Ayadi et al. 2012 ; El Ayadi et al., 2011). D’abord, une analyse
statistique descriptive a été appliquée : la moyenne, l'intervalle de variation, la déviation
standard et le coefficient de variation ont servi a caractériser la tendance centrale et la
dispersion de chacun des traits mesurés. La recherche d’une structure au sein d’un ensemble
d’individus peut s’effectuer par le calcul de parameétres de corrélation. Ces paramétres sont
ensuite utilisés dans les méthodes de classification des provenances. La structure de la

variation phenotypique a été examinée successivement par :

1) L'analyse du degré d'association entre les différents caractéres morpho-métriques, a travers

le calcul du coefficient de corrélation de Person.

2) Une analyse de variance hiérarchique « ANOVA » séparant la variance observée en trois
niveaux : entre provenances, entre arbres-meres au sein des provenances et a l'intérieur des

arbres-meres.

3) Une analyse en composantes principales (ACP).

Les méthodes d'analyse multivariées ont été utilisées pour confirmer les patrons de
classification des populations en accord avec I'ensemble des caractéristiques évaluees. Cette
classification a pour objectif de déterminer si les entités échantillonnées (provenances) se
différencient dans des groupes homogénes en accord avec leur origine, s'il existe une tendance

a la différenciation.

Pour chacun des caractéres mesurés, une matrice de donnees a été élaborée, dans
laquelle chaque caractére constitue une variable et chaque gousse une unité d'observation. Ces
matrices de données ont été utilisées pour calculer les statistiques descriptives et faire

I'analyse de variance hiérarchique.

Pour les analyses multivariées (ACP), des matrices de moyennes par provenance ont été
créées, dans le but de diminuer I'effet des différentes échelles et unités de mesure de chaque

variable.
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L'ensemble de ces analyses a été réalisé par le programme Statistica version 6.0 et Excel
2007.

1.2.1.1.  Analyse de variance hiérarchique

Pour l'analyse de la structure de la variation phénotypique, on a considéré un modéle
d’ANOVA hiérarchique a effet aléatoire, dans lequel les dix provenances testées représentent
un échantillon aléatoire des populations présentes sur la zone d'étude et, pareillement, les
arbres-méres collectés constituaient un échantillon aléatoire des individus présents dans

chaque provenance.

L’analyse de variance (ANOVA), qui est une extension du test de comparaison des
moyennes, elle s’intéresse a plus de deux groupes indépendants. Ce seront les écarts de la
variance a la moyenne des populations étudiées qui permettront d’évaluer la pertinence de la
séparation. La comparaison de la variance inter-provenance et intraprovenance permettra
d’obtenir une statistique suivant la loi de Fisher-Snedecor qui servira a juger I’importance des
différences entre les échantillons étudiés. Pour déterminer les différences entre les

provenances, nous avons utilisé le test Duncan qui va comparer par pair les groupes retenus.
Elle a été réalisée par la procédure Statistica version 6 avec le modele statistique suivant
Yijk = p + i + B(o)j(i) + ek(if)
Yijk = une observation
| = moyenne générale
ai = effet de la i-eme provenance

B(a)j(i) = effet emboité du j-éme arbre dans la i-eme Provenance

ek(ij) = effet aléatoire de la résiduelle

Avec un modele a effet aléatoire, la structure de l'analyse de variance pour la

décomposition de la variation phénotypique est celle présentée dans le Tableaul0.
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Tableau 10. Analyse de variance hiérarchique a trois niveaux

Source de variation dl CM ECM

Saison 1 CM; $74+30 s%yp+30008% ¢
Provenance 9 CM, $%+60s°y,+30005° ¢
Saison * Provenance 9 CMgsp §7+305%xy/p+30057 gxp
Tree / Provenance 90 CMayp,  s*+60s%,
Saison*Tree/Provenance 90 CMgap  S°+308%p
Saison*Tree/Provenance*Echant 5800 CMe §?

Carré moyen =CM
Degré de liberté = dI
Espérance des carrés moyens = ECM

Pour chacune des provenances, le méme modele d'’ANOVA hiérarchique a ensuite
permis de subdiviser la variation intraprovenance en variance inter-arbres et variance intra-

arbre

Le test de Levene a été utilisé pour comparer la variabilité intra-arbre d'une méme
provenance. Si le test de Levene est statistiguement significatif (P < 0.05), I'nypothése
d’homogénéité des variances intra-arbre au sein de la provenance doit étre rejetée et par suite
faire appel a une transformation des données. Ce test est robuste quand les effectifs des

groupes a comparer sont égaux, ce qui est le cas de notre étude.
1.2.1.2.  Estimation des parameétres génétiques

Les analyses de génétique quantitative ont été réalisées a 1’aide du logiciel Statistica

version 6. Les caractéres mesurés suivent une distribution normale.

Comme les variances sont supposées indépendantes, la variance phénotypique totale o%p

a été calculée comme suit (Nanson 1970 ; Jacques et al., 2004 ):
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La variation de chaque caractére a été exprimée par le coefficient de variation
phénotypique, le coefficient de variation génotypique et I’héritabilité au sens large calculé

comme suit :
2
CVP =22 VG =Zeth2 =%
X X op

Pour estimer les corrélations phénotypiques et génotypiques (rp et rg respectivement),

une analyse bivariée a été réalisée. Ainsi, rp et rg ont été estimés comme suit :

__covp(x,y) __covg(x,y)

Tp = —— —_—
: ’JI%x'O—I»Z’y ¢ ’Géx'aéy
1.2.1.3.  Calcul du gain génétique

Les gains génétiques attendus pour les caracteres étudiés ont été obtenus en utilisant

1’équation (Nanson 2004 ; Jacques et al. 2004 ) :

Ou x fait référence au caractére sélectionné, h2x est 1’héritabilité au sens strict de ce caractére,

i est ’intensité de sélection, opy est 1’écart type de la mesure du caractére dans la population.

Dans le cas d’une étude des caractéres d’une population dans son état naturel, et dont le
but de réaliser une comparaison rapide des caractéres qui peuvent étre sélectionnés, la
différentielle de sélection standardisée est égale a 1. Ce principe est adapté aux especes
forestieres longévives (i.e, Bani-Aameur et al., 2001 ; Nanson 2004 ; Ait Aabd et al., 2011)

ainsi I’équation devient :

AG = h}ZC - O-px
1.2.1.4.  Analyse en composantes principales

L’analyse en composantes principales permet de visualiser des données quantitatives,
I’analyse factorielle des correspondances multiples, quant a elle, elle permet de mettre en
évidence des données qualitatives. Nos données étant quantitatives, nous avons donc utilisé
une analyse en composantes principales. Elle est utilisée a titre exploratoire en tant que

technique d’analyse multidimensionnelle descriptive, elle vise a résumer 1’information
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contenue dans un ensemble de variables selon un certain nombre d’axes factoriels. Ces axes,
appelés facteurs, correspondent & des combinaisons linéaires des variables initiales. L’objectif
est de maximiser le pourcentage de variance de 1’information initiale prise en compte par les

facteurs.

A partir de la matrice de données, une matrice de corrélation a été calculée entre
variables et on a obtenu les vecteurs propres permettant d'identifier les caracteres les plus
importants pour la différenciation morphologique dans chacune des composantes principales.
Les provenances ont ensuite été projetées dans l'espace des deux premieres composantes

principales.

Il. Résultats et discussion
I1.1.Statistique descriptive des variables quantitatives

La moyenne, le coefficient de variation, écart type des différents traits observés lors des
deux années d'essai sont présentés dans le tableau 11. Des variations importantes sont
apparues pour tous les traits considérés, ainsi qu'entre les provenances et les deux saisons
d’étude.

Les traits morphologiques relatifs a la largeur de la gousse et au poids de 100 graines
sont régulierement les moins variables, ils correspondent respectivement a 12 % et 20 %.
Les coefficients de variation du nombre de graines infectées sont supérieurs a 70 % pour les
deux saisons avec des valeurs de 87,16 % et 73,53 % respectivement pour la premiére et la
deuxiéme saison. Les autres caractéristiques morphologiques de la gousse présentent des

niveaux intermédiaires de variabilité, entre 26 et 39 %.

Les niveaux de variation sont trés comparables entre les deux années d’étude, les
valeurs de la moyenne, les minimums et les maximums révelent que les deux années étaient

similaires dans leurs conditions climatiques.
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Tableau 11. Statistique descriptive des caractéres biométriques de la gousse pour deux
saisons

Variables Saison Moyenne ~ Minimum ~ Maximum Varianace = Ecarttype  Coefficient de variation %
Longeur de ka gousse 1 13,14 13 220 1217 349 255
2 1312 360 2100 11,79 34 2618
Largeur de ha gousse 1 74 397 11,08 0% 092 1.4
2 73 397 11,08 088 0% PR
Poids de b gousse 1 11 014 207 014 038 UL
2 108 025 297 0 037 3406
Poids des graines/ Gousse 1 04 003 129 003 017 %28
2 042 003 116 003 016 00
Poids de la gousse vide 1 065 0,06 2.6 006 025 3884
2 0,66 006 204 006 025 317
Nombre des graines/Gousse 1 [ 100 1500 446 211 2181
2 75 100 1500 430 207 2766
Nombre de graine infectée/Gousse 1 378 000 1300 925 304 804
2 385 0,00 1300 801 283 7385
poids de 100-graines 1 656 316 11,00 164 128 1953
2 6,68 340 11,00 185 1,36 20,34

L’interaction des deux années présente les mémes tendances de variation que présente
chaque année indépendante, de plus le calcul de I'indice de Iintensité des effets (R?) que le
génotype exerce plus de 30 % d’effet sur I’ensemble de I’inertie observée au sein des
provenances (fig.17), cette intensité intra-provenance augmente a plus de 40 % lors de sa
combinaison avec le facteur saison et ceci pour la majorité des caractéeres étudiés. Le caractere
nombre de graines infectées par gousse échappe a cet effet, on a observé que 1’effet du facteur
provenance sur la variation dépasse les 39 % et 30 % pour I’effet du facteur saison. Ceci
trouve son explication du fait que des études (Ernst et al., 1989 ; Barnes 2001 ; Grouzis et al.
2003a) ont démontré que le taux d’infestation des graines Acacia varie beaucoup entre les
génotypes de la méme provenance et du méme génotype entre deux années différentes
(fig.18).
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Fig.17. Intensité des effets saison, provenance, génotype et leur interaction sur I’inertie
totale.
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Fig.18. Taux d’infestation des graines entre les provenances des deux saisons Ag :Agdz,
N’kb : N’Koub, Taz : Tazarine, Tata : Tata, Mec : Mcissi, Tsnt : Tisint, Guel :
Guelmim, Msd : Msied, Ass : Assa, F.Zg : Foum Zguid.
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11.2. Analyse de corrélation entre les traits morphologiques

Les coefficients de corrélation entre les différents traits observés chaque année sont
présentés dans le tableau 12. La plupart des traits liés a la taille de la gousse (poids de la
gousse, poids des graines de la gousse, poids de la gousse vide et nombre de graines par
gousse) ont une corrélation positive avec la longueur de la gousse. En revanche, celle-ci reste
indépendante de I’indice de qualité de la production en graine représentée dans notre étude
par le poids de 100 graines non infectées. Dans les deux saisons, le poids de 100 graines
présente une corrélation positive avec largeur de la gousse, poids de la gousse et le poids des
graines de la gousse avec des valeurs de r > 36.

Les coefficients de corrélation les plus faibles ont été notés pour le nombre de graines
infestées par gousse, ce qui montre qu’il n’y a aucun lien entre la qualité des traits de la
gousse et I’infestation de ses graines. Bien que l’infestation des gousses d’Acacia tortilis
subsp raddiana se produise dans une période trés précoce de la floraison (Derbel et al. 2007),
ceci n’altére pas le développement de la gousse (longueur, largeur, poids de la gousse) sauf
pour le nombre de graines par gousse, la corrélation reste trés faible avec une valeur moyenne
de r=0.31

11.3. Structure de la variation phénotypique

L'importance relative des composantes inter-provenances, inter-génotypes et intra-
génotype de la variance phénotypique était différente selon le trait considéré, et a montré un

patron similaire entre les deux saisons (Fig.19).

La variation des traits morphologiques (LNGR, LRGS, PGS, PGR/GS et PGS-PGR)
était dominée par les composantes : inter-génotypes et inter-gousses, le reste de leur variation
est représenté par la composante entre provenances (sauf pour LRGS, pour laquelle la

variation inter-provenances était presque nulle).

La variation du nombre de graines infestées par gousse est marquée par les composantes
inter-provenances et inter-gousses. Le poids de 100 graines par gousse était le trait le plus

fortement marqué au niveau des génotypes.
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Tableau 12. Coefficient de corrélation Spearman entre les traits morphologiques observés dans les deux saisons.

salsoN2 ) NGs (cm) LRGS (mm) PGSp (g) PGR/GS (g) PGS - PGR NGR/GS  NGRI/GS P100 Gr

saison 1

LNGS (cm) 0,262*** 0,804*** 0,605*** 0,787*** 0,604*** 0,224%*** 0,178%**
LRGS (mm) 0,16%** 0,472%** 0,368*** 0,452%** -0,007 0,009 0,432***
PGSp (9) 0,72%** 0,48%** 0,812*** 0,927** 0,591*** 0,166*** 0,369***
PGRI/GS (g) 0,61*** 0,38*** 0,85%** 0,553*** 0,639*** 0,049 0,400***
PGS - PGR 0,68*** 0,46%** 0,93*** 0,60%** 0,463*** 0,224*** 0,276***
NGR/GS 0,67*** 0,05 0,70*** 0,71*** 0,57*** 0,349*** -0,100***
NGRI/GS 0,24*** 0,01 0,15*** 0,01 0,22%** 0,28 -0,161***
P100 Gr 0,20*** 0,47%** 0,40*** 0,50*** 0,25*** 0,05 -0,15
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La composante intra-genotype (inter-gousses) etait plus importante que les
composantes : inter et intra provenance pour la plupart des traits étudiés, sauf pour les
caracteres LRGS, NGRI/GS et le poids de 100 graines. La variation intra-génotype présente
plus que 75 % de la variation totale pour le trait NGR/GS.

Deux groupes de traits semblent donc se distinguer :

v'Ceux liés étroitement aux génotypes (arbre-meére): ils sont avant tout caractéristiques
des génotypes eux-mémes. Il s’agit des traits dont la variation intra-provenance
dépasse les 60 % de la variation totale (poids de 100 graines saines, la largeur de la
gousse).

v'Ceux liés a la qualité de la gousse dominée par la variation intra-génotype (poids de la
gousse, poids de graines par gousse, poids de gousse vide et nombre de graines infecté
par gousse) : ils sont beaucoup plus dépendants du niveau gousse et liés aux
conditions particulieres de fécondation et d’infestation qui se déroule pendant la
période de floraison, ou les deux phénomeénes se produisent avec des probabilités trés
différentes au sein du méme génotype. Ce patron semble d'ailleurs bien illustré pour le
trait nombre de graines infectées par gousse comme le suggére l'augmentation de la

variance intra-génotype en saison 2.

Il ne s'agit donc pas a proprement parler de traits morpho-métriques de gousses qui sont
liés, mais plutdt d'un résultat de deux phénomeénes indépendants agissant étroitement sur la

qualité de la gousse.
I1.4. Variation inter-provenances

Des différences significatives existent entre les dix provenances d’Acacia tortilis SUbsp
raddiana pour chacune des deux saisons (Tableau 13). Les traits LNGS, NGR/GS et
NGRI/GS ont montré des différences inter-provenances significatives et stables entre les deux
années d’études : Agdz, N’Koub, Tazarine suivie par Mcissi, Foum Zguid et Tissint ayant
réguliérement les moyennes les plus élevées pour ces traits, a I’exception de Tissint qui
présentait pour les deux saisons des taux d’infestations trés élevés par rapport aux autres sites.

Les caracteres PGS et PGS-PGR ont présenté des différences non significatives durant

la premiere saison, ces mémes caracteres ont montré lors de la deuxieme saison des
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differences significatives. Alors que le caractere LRGS et le poids de 100 graines ont garde,

pendant les deux années d’étude, une différence non significative entre les provenances.
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Fig.19. Distribution de la variance phénotypique au sein des dix provenances d’Acacia tortilis
subsp raddiana) en saison 1 (2008-2009) et b) saison 2 (2009-2010)

Rouge : variation intra-provenance, bleue : variation intra-génotypes, verts : variation inter-
provenance.
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Tableau 13. Variation inter et intra provenance Analyse statistique de la saison 1 et 2 (dl : degré de liberté, SD : écart type, CV % :
coefficient de variation, R? : intensité des effets et F : borne du domaine de rejet pour le seuil choisi.

Provenances Genotype/Provenance
Variables Moyenne dl (SD) CV % F RZ dl (SD) CV % F R
Longueur de la gousse (cm) 13,16 9 354 26,88 3,27** 2464 90 354 26,88 22,37*** 75,36
Largeur de la gousse (mm) 7,47 9 091 1217 0,47ns 454 90 091 12,17 62,38*** 95,46
Poids de la gousse () 1,11 9 039 34,7 1,08™ 9,77 90 0,39 34,7 27,02%** 90,23
:C; Poids des graines/gousse (g) 0,47 9 018 37,91 2,31™ 18,77 90 0,18 37,91 18,58*** 81,23
§ Poids de la gousse vide (g) 0,65 9 025 3912 0,75ns 701 90 0,25 39,12 35,76*** 92,99
Nombre des graines/gousse 7,68 9 214 27,87 3,98*** 285 90 214 27,87 8,58*** 71,5
Nombre de graines infectées /gousse 3,71 9 323 87,16 31,68*** 76,01 90 3,23 87,16 12,45%** 23,99
Poids de 100 graines (g) 6,44 9 118 18,39 0,90™ 83 90 1,18 18,39 385,06*** 91,7
Longueur de la gousse (cm) 13,12 9 344 26,21 3,48*** 25,82 90 344 26,21 14,05*** 74,18
Largeur de la gousse (mm) 7,33 9 094 1284 1,10™ 994 90 094 1284 39,97*** 90,06
Poids de la gousse (g) 1,08 9 0,37 34,18 2,87*** 22,32 90 0,37 34,18 16,13*** 77,68
% Poids des graines/gousse (g) 0,42 9 0,16 39,44 2,94** 22,73 90 0,16 39,44 13,94*** 17,27
& Poids de la gousse vide (g) 0,66 9 025 3812 3,27*** 2468 90 0,25 38,12 17,49%*** 75,32
Nombre des graines/gousse 7,5 9 208 277 4,90%** 32,89 90 2,08 21,7 5,69*** 67,11
Nombre de graines infectées /gousse 3,85 9 283 7353 15,46*** 60,73 90 2,83 73,553 7,969*** 39,27
Poids de 100 graines (g) 6,68 9 136 20,37 2,55™ 20,34 90 136 20,37 378,16*** 79,66

Différence significative a : *** a=0.001, ** o= 0.01 et * a=0.05 ; ™ Différence non-significative.
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La stabilité inter-saisons des traits: longueur de la gousse, nombre de graines par
gousse et nombre de graines infectées par gousse traduisent la relation entre la taille de la
gousse et la production de graines, malgré les fluctuations certaines de la production a cause
des infestations. Ces traits pourraient donc étre caractéristiques des provenances, mais seuls
des essais de comportement des genotypes face a des stress environnementaux marqués

permettraient de conclure.
11.4.1. Variation inter-génotype

Dans notre étude nous avons noté une variance inter-genotype importante par rapport a
la variance inter-provenances. Celle-ci dépendait a la fois de I'année, de la localité et du trait
considéré (Fig 20). Cela est dii en partie au type de reproduction, chez Acacia tortilis 40 %
des graines proviennent d’une allo-fécondation (Campa et al., 1998), et au caractére
polyploide de notre subsp raddiana (Cardoso 1995 ), ajoutant a cela que nos mesures ont été
réalisées sur des sites non préservés, sauvages, dont les effets maternels sont forts et ont

contribué fortement a

D'une fagon générale, la variabilité intra-génotype dépasse la variabilité inter-génotype
pour la majorit¢ des provenances, ce qui suggeére qu’une héritabilit¢ des traits morpho-
métriques de la gousse serait donc moins forte pour la plupart des traits concernés, a

I’exception du poids de 100 graines et la largeur de la gousse.
Néanmoins, deux groupes de variables peuvent étre distingues :

v'Pour LNGS, PGS, PGR/GS, et PGS-PGR et NGRI/GS, la proportion de variances inter-
génotypes a varié considérablement entre provenances et années. Pour Tissint par
exemple, cette proportion est passée de 70 % pour LNGS en saison 1 a 18 % pour
saison 2 et, pour cette méme provenance le PGS de 58 % en saison 1 a 31 % en saison
2.

v'Les traits poids de 100 graines et largeur de la gousse ont présenté généralement une
variation inter-génotype importante, supérieure a 80 % pour le poids de 100-graine et
a dépassé les 45 % pour LRGS.
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Fig.20. Repartition de la variance phénotypique inter-génotype (rayure rouge) et intra-
génotype (rayure bleue) pour les huit traits morpho-métriques observeés au sein des dix
provenances etudiées (a gauche saison 1, a droite saison 2)
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(Suite Fig.21) Répartition de la variance phénotypique inter-génotype (rayure rouge) et intra-
génotype (rayure bleue) pour 8 traits morpho-métriques observes au sein de dix provenances
d’Acacia tortilis subsp raddiana a gauche en saison 1, a droite en saison 2
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(Suite Fig.22) Répartition de la variance phénotypique inter-génotype (rayure rouge) et intra-
génotype (rayure bleue) pour 8 traits morpho-métriques observes au sein de dix provenances
d’Acacia tortilis subsp raddiana a gauche en saison 1, a droite en saison 2
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(Suite Fig.23) Répartition de la variance phénotypique inter-génotype (rayure rouge) et
intra-génotype (rayure bleue) pour 8 traits morpho-métriques observés au sein de dix

provenances d’Acacia tortilis subsp raddiana a gauche en saison 1, a droite en saison 2
I1.5. Estimation des parameétres de variation genétique

Le coefficient de variation phénotypique (PCV) et génotypique (GCV), I’héritabilité¢ au
sens large (h%b) et le gain génétique (GA) sont présentés dans le tableau 15. Pour la plupart
des caracteres, les interactions génotype-environnement sont plus grandes que la variance
génétique.

Dans la premiére et la deuxiéme saison les valeurs du coefficient de variabilité
phénotypique (PCV) les plus faibles sont notées pour le caractére de largeur de la gousse,
avec successivement 12,42 % et 12,84 % et il diminue a 10,62 % pour l'interaction des deux
années. Les valeurs les plus élevées ont été notées pour le nombre moyen de graines infectées
par gousse avec successivement 64,48 % (saison 1), 65.02 % (saison 2). Cette valeur
diminue a 61,32 % a l'interaction des deux saisons. Les coefficients de variation génotypique
(GCV) ont montré des tendances similaires a celles des coefficients de variation phénotypique
(PCV) qui variaient entre 10,65 % ; 9,18 % pour la largeur des gousses et 33,89 % ; 28,23
% pour le nombre de graines infectées par gousse simultanément pour la premiére et
deuxiéme saison. En ce qui concerne I'héritabilité (h?), les estimations varient de 20,19 % a
13,53 % pour le nombre de graines par gousse, et 92,75 % ; 92,63 % pour les poids de 100
graines.
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Tableau 14. Estimation des parametres génétiques des traits de la gousse par saison.

Variables

Variance

Coefficient of variance ( %)

Génotypique

Phénotypique

Génotypique

Phénotypique

Héritabilité ( %)

Gain génétique ( %)

Longueur de la gousse (cm) 4,80 11,54 16,65 25,81 41,61 10,74
Largeur de la gousse (mm) 0,58 0,86 10,18 12,42 67,17 8,34
Poids de la gousse (g) 0,07 0,15 23,66 34,71 46,45 16,13
Z' Poids des graines/ Gousse (g) 0,01 0,03 22,57 37,13 36,96 13,72
'% Poids de la gousse vide (g) 0,03 0,06 28,91 39,47 53,68 21,18
Nombre de graines/Gousse 0,87 4,32 12,17 27,07 20,19 5,47
Nombre de graines infectées/Gousse 1,58 5,72 33,89 64,48 27,63 17,81
poids de 100-graines (g) 1,32 1,43 17,86 18,55 92,75 17,20
Longueur de la gousse (cm) 3,35 11,06 13,95 25,34 30,32 7,68
Largeur de la gousse (mm) 0,50 0,89 9,65 12,84 56,51 7,26
Poids de la gousse (g) 0,04 0,13 19,25 33,24 33,53 11,15
%' Poids des graines/ Gousse (g) 0,01 0,03 21,09 38,42 30,14 11,58
§ Poids de la gousse vide (g) 0,02 0,06 21,92 36,79 35,48 13,05
Nombre des graines/Gousse 0,55 4,09 9,92 26,96 13,53 3,65
Nombre de graine infectée/Gousse 1,18 6,28 28,23 65,02 18,85 12,26
poids de 100-graines (g) 1,53 1,65 18,52 19,24 92,63 17,82
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11.6. Analyse multi-variable (ACP)

L’application de I’analyse en composante principale (ACP) sur les données
quantitatives a permis de tracer les affinités entre les provenances par rapport a la globalité
des variables ainsi que de définir des éventuelles corrélations. La projection sur le plan de
I’ACP couvre 76,12 % de I’inertie totale (Fig 24-25). Le tableau 15 reporte la contribution

des valeurs de chaque variable aux plans factoriels 1 et 2.

Variables (axesFletF2: 76,12 %)

0,75

0,5

0,25

F2(26,89 %)
[=]

0,25 GR

m)

® NGR/GS

® [NGRI/GS

1 0,75 0,5 0,25 0 0,25 0,5 0,75 1
F1(49,23 %)

Figure 24. Cercle de corrélation entre les variables et les facteurs 1 et 2

Tableau 15. Contributions des variables en pourcentage dans la définition des facteurs 1
et 2.

F1 F2
LNGS (cm) 19,099 6,086
LRGS (mm) 13,275 0,686
PGSp (g) 24,631 0,205
PGR/GS (g) 14,138 10,890
PGS - PGR 19,862 2,218
NGR/GS 6,795 15,874
NGRI/GS 0,073 28,570
P100 GR 2,127 35,471
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La longueur de la gousse, le poids de la gousse, le poids des graines par gousse et le
poids de la gousse vide sont les plus déterminants pour 1’axe factoriel 1 qui absorbe presque
50 % de la variation. Tandis que le facteur 2 est défini par le nombre de graines infectées par

gousse et le poids de 100-graines.

Observations (axes FletF2: 76,12 %)
2
@ Guelmim N'koub
® Msied & Ttz
1 -
® F.7guid

0 I I I f f f f
—_ [ ]
*® Assa ® Tazarine
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™~
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® MNcissi

-2 -

-3 ® Tissirit
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F1(49,23 %)

Figure 25. Projection sur le plan factoriel 1-2 des provenances sur la base des variables
ayant une différence significative.

D’apres les valeurs propres (cosinus carré) de chaque provenance (Tableau 16),
toutes les provenances sont bien représentées sur le plan 1-2, sauf la provenance Tazarine.
En effet, la somme des cosinus carrés qui mesure la proximité entre un point et la
provenance qu’il représente, cette valeur est de 0,096 ce qui correspond a une faible
représentativité sur le plan principal. La distance entre deux projections n’est proche de la

distance réelle que si les deux provenances sont bien représentées (Anonyme 2012a)
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Tableau 16. Cosinus carrés des observations

Fi1 F2 somme des cosinus carrés
Agdz 0,003 0,245 0,248
N’kob 0,461 0,255 0,716
Tazarine 0,053 0,043 0,096
F.Zguid 0,644 0,060 0,704
Mcissi 0,396 0,337 0,733
Tissint 0,061 0,742 0,803
Tata 0,572 0,286 0,858
Guelmim 0,560 0,333 0,892
Msied 0,792 0,159 0,950
Assa 0,940 0,013 0,954

D'un c0té, les provenances de Foum Zguid, N’Koub et Tata sont négativement corrélées
avec le nombre de graines infectées par gousse, du fait qu’elles sont les plus saines,
inversement a la provenance de Tissint, Mcissi qui sont positivement corrélé avec cette
variable. D’un autre co6té, les provenances Mcissi et Tazarine sont caractérisées par des
valeurs moyennes du nombre de graines par gousse les plus importantes. La provenance de
Tata et Foum Zguid quant a eux sont caractérisées par des valeurs moyennes supérieures a la
moyenne pour le poids de 100 graines, au temps que Tissint est marquée par les moyennes les
plus élevées de graines infectées. Les provenances d’Assa, Msied et Guelmim sont marquées

par des valeurs les plus faibles des traits étudiés.

Dans I’ensemble, les provenances N°’Koub et Tazarine peuvent étre considérées comme
sources assez stables pour 1’approvisionnement en semis, puisqu’elles ont gardé le méme
comportement entre la premiere et la deuxieme année. Ces provenances appartiennent a la
province d’Ouarzazate, relativement moins soumises a la sécheresse par rapport aux autres

provenances (Tableau 17).
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Tableau 17. Performances annuelles moyennes des provenances en fonction des caractéres biométriques de la gousse

Variables Agdz N’koub Tazarine  F.Zguid Mcissi Tissint Tata Guelmim Msied Assa
LNGS (cm) 13,07cd  13,80bc  1391bc 1192d 12,16d 1568a 14,52ab 12,18 d 11,91d  12,42d
LRGS (mm) 7,49 a 7,35 a 7,32 a 7,77 a 7,68 a 7,38 a 753 a 7,27 a 7,31a 751 a
PGSp (9) 1,01a 1,23a 1,20 a 0,97 a 1,13a 1,22a 1,14 a 1,06 a 1,09 a 1,06 a
‘é' PGR/GS (g) 0,46 a 0,53 a 051a 0,37 a 051a 0,50 a 0,49 a 0,41a 0,42 a 0,43 a
'é PGS - PGR 0,54 a 0,69 a 0,68 a 0,59 a 0,61a 0,71a 0,64 a 0,64 a 0,66 a 0,63 a
NGR/GS 7,07 cd 841a 8,01 ab 6,41d 7,99 ab 843a  764abc 7,30abc  7,96ab 7,52 abc
NGRI/GS 0,37 a 0,56 a 1,11a 4,15 bc 3,61b 6,67d 525¢c 4,56 bc 4,09 bc 6,70d
P100 GR 6,93 a 6,55 a 6,69 a 6,23 a 6,75a 6,27 a 6,66 a 6,15 a 5,76 a 6,38 a
LNGS (cm) 13,93ab 13,27b 13,470  1394ab  14,96a  12,88bc  13,63b 11,64d 11,55d  11,90cd
LRGS (mm) 7,28a 7,44a 7,26a 7,78a 7,15a 7,43a 7,62a 7,23a 6,98a 7,14a
PGSp (9) 1,06abc 1,17ab 1,09abc 1,24a 1,20a 1,00bc 1,15ab 0,99bc 0,93c 0,90c
%‘ PGR/GS (g) 0,38a 0,50a 0,45ab 0,44ab 0,42ab 0,34a 0,46ab 0,38a 0,38a 0,37a
'é PGS - PGR 0,67abc 0,66abcd 0,64cd 0,79 0,78ab 0,66bcd  0,68abc 0,61cd 0,55cd 0,53d
NGR/GS 7,52abc 7,99ab 8,24a 7,08cd 7,97ab 7,98ab  7,59abc 6,64d 6,63d 7,33bcd
NGRI/GS 3,22abc 2,98ab 2,39 3,93bcd 4,88d 7,39 3,39%abc 2,75a 3,29abc 4,30cd
P100 GR 6,22cd 7,40ab 5,98¢c 7,24ab  6,29abc 5,8¢c 7,52a 7,00abc  7,02abc  6,31abc
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11.7.Forme des gousses.

Six formes de base de gousses ont pu étre identifiées (Fig 27) : allongée, arquée, ronde,
spiralée, ondulée, et ressort. Les formes les plus abondantes sont arquées et rondes (Tableau
18), tandis que les formes complexes (ondulées spiralées, ressort, spiralées ondulées) restent

rares au niveau de I’ensemble des provenances.

Les provenances ont tendance a garder les mémes formes entre les deux saisons.

10}
ronde noeud
05 ¢t
ronde P100 Gr
LNGS (cm) iralé
© spiralée
& PGS *PSR ressért
(‘% $piral§e_ouverte
— NGR(GS - _
N O;O PGSp (T ondulée — = praté-qndulé
e
% NGRIGS, - GS (o )
& spirglee plate arquee
L
-0,5
ondulg spiralé
-10 ¢

-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0
Factor 1 : 35,42%

Figure 26. Cercle de corrélation entre les variables quantitatives mesurées et la forme de
la gousse

a partir de 1’établissement du cercle de corrélation des variables (Fig. 26), nous constatons que
le poids de 100 graines est corrélé avec la forme ronde et arquée.

La largeur de la gousse est bien corrélée avec la forme allongée, au temps que la longueur de

la gousse, le poids de la gousse et nombre de graines par gousse sont corrélés avec les formes
ondulées et spiralées ouvertes.
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L’étude plus approfondie de la forme des gousses peut éclaircir davantage la structuration des

provenances selon ce parameétre relativement discontinu.

Forme spiralée

PH 6 S

Spiralée Spiralée plate Spiralée ouverte  Spiralée ondulée

® 8 e

Ondulée Ondulée spiralée

Forme ondulée

Forme arquée_

cCCE

Forme ronde

Ronde nceud
Forme ressort §§ Allongée

Dessin descriptif des formes des gousses d'Acacia
raddiana marocaine

Figure 27. Formes des gousses détectées au sein des six provenances.
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Tableau 18. Répartition des pourcentages des formes des gousses au sein des six provenances.

allongée arquée ondulée ressort ronde spiralée spiralée ouverte spiralée plate ondulée spiralée spiralée ondulée  ronde nceud

Mcissi 0,67 42,33 19,67 2,67 16,00 9,33 5,33 3,00 1,00 0,00 0,00
Tissint 0,33 6,67 27,67 0,33 28,00 2,67 33,67 0,67 0,00 0,00 0,00

. Guelmim 0,00 42,67 8,00 1,67 19,67 6,00 14,33 6,67 0,67 0,33 0,00

o)

lé Msied 1,00 30,33 11,00 0,00 19,33 0,67 18,00 15,67 0,33 0,00 3,67
Assa 2,67 50,33 5,00 0,00 17,33 0,33 10,67 12,33 0,00 0,00 1,33
F.Zguid 3,33 30,00 1933 133 21,00 4,33 13,67 3,33 1,67 0,00 2,00
Mcissi 0,00 50,33 13,33 0,00 21,33 5,00 2,00 4,00 0,00 0,00 3,67
Tissint 1,00 11,67 20,67 0,00 29,33 0,00 28,33 7,33 0,00 0,00 1,67

s Guelmim 1,00 32,33 10,33 0,00 30,00 4,00 10,33 2,33 0,00 0,00 9,67

o)

lé Msied 0,33 33,67 11,00 0,67 24,00 4,00 6,67 3,00 0,00 0,00 16,33
Assa 0,00 40,33 3,33 533 13,67 12,67 9,67 6,67 0,00 0,00 8,33
F.Zguid 0,00 30,00 23,33 1,00 18,00 5,00 16,67 1,67 0,67 0,00 3,00
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Conclusion

Dans cette éetude, les caractéres morpho-métriques de la gousse ont été utilisés pour la
caractérisation de la variabilité génétique au sein des peuplements naturels d’Acacia tortilis
subsp raddiana au Maroc. Ils ont montré que tous les caractéres morpho-métriques sont
influencés par la part génétique et surtout environnementale, vu que les coefficients de
variation phénotypique étaient supérieurs aux variations génotypiques. Ainsi, certaines
variables étaient non significatives a la 1°® saison et ils le sont & la 2°™ saison. Les facteurs de
variation étudiés (Arbre dans la provenance, provenance et saison) sont tous significatifs. Des
variations importantes au sein de I'arbre dans la provenance, entre provenances et entre saison
pour I’ensemble des traits ont été¢ observées. La variabilité intra et inter-provenances est
parfois de méme ordre. Par conséquent, la caractérisation des provenances en fonction de leur
origine géographique n’est pas systématique. Différents cas de figure de ressemblances et ou
de dissemblances ont été mises en évidence. En outre, les provenances de Tazarine et N’Koub
ont présenté des valeurs moyennes élevées pour la majorité des caractéres étudiés pendant la
premiere et la deuxiéme année. L’approche de présélection pour des éventuels vergers a
graines peut étre initiée en exploitant les données recueillies sur I’arbre et sur la provenance.
Ainsi, selon la répartition des génotypes qui dépassent la moyenne de l’ensemble des
provenances pour les caracteres étudiés, on peut opter pour la stratégie de gestion des
ressources des Acacias sahariens soit pour le facteur arbre (i.e., poids de la gousse, poids de
100 graines) ou provenance (i.e., Longueur de la gousse, nombre de graines par gousse et

nombre de graines infectées par gousse).

L’¢évaluation de la variabilité des caractéres adaptatifs s’avere tres utile pour la présélection
d’arbres élites, mais elle reste insuffisante pour une description de la structure génétique des
peuplements d’Acacias sahariens. Pour cela, I’exploitation du polymorphisme des marqueurs
moléculaires neutres vis-a-vis de I’environnement, est une approche complémentaire et tres

utile pour la conception de la gestion des ressources phytogénétiques.
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Chapitre 3.

Dénombrement chromosomique chez
Acacia tortilis subsp raddiana du

Maroc
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Résumé

L’¢étude cytogénétique n’a jamais fait 1’objet a notre connaissance d’une recherche
sur les Acacias sahariens du Maroc, et notamment chez Acacia tortilis subsp raddiana.
La présente étude cherche en premier lieu & savoir le nombre chromosomique a travers
différentes techniques de coloration avec et sans fluorescence. Dans un second lieu, la
technique d’hybridation fluorescente in situ (FISH) avec double étiquetage via deux
sondes de I’ADNr (18S-28S marquée a la biotine et 5S marquée au digoxigénine) a été

utilisée pour tester 1’existence d’anomalies intrachromosomiques.

Les résultats ont révélé une polyploidie avec un nombre de base x = 13. Nous avons
mis en évidence : des octaploides (2n=8x=104). Les plaques a 104 chromosomes ont
montré deux signaux a la fois pour ARNr 5S et pour ARNr 18S-28S. Un signal provenant
d’ARNr 5S était moins intense. Cette inégalité d’intensité peut étre expliquée par une
différence du nombre de copies formant chacun des sites d’hybridation 5S. Le nombre
limité des sites d’hybridation des ARNr 5S et 18S-28S chez Acacia tortilis subsp
raddiana «type octaploide» suggere que le dédoublement des chromosomes chez les
autopolyploides affecte le réarrangement des genes qu’ils portent, tout comme chez les
allopolyploides. La présence d’un site ARNr 5S avec un faible signal peut étre témoin de
la présence d’une perte de copies des ARNr au cours du temps de 1’évolution. Ce résultat
peut expliquer 1’absence des autres sites qui ont probablement perdu un nombre
important de leurs copies lors de la méiose, mettant en place des remaniements ou
anomalies intrachromosomiques (i.e., insertion/délétion), lesquels sont techniquement

traduits par la diminution ou la perte du signal au seuil détectable par la FISH.

Mots clés : Acacia tortilis subsp raddiana, chromosomes, polyploidie, FISH, délétion
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Introduction

La cytogénétique est une science née du brassage de la cytologie et de la génétique.
Elle a grandement participe dans la compréhension de la phylogénie et la taxonomie de
nombreux taxons, et dans I'exploitation de la variabilité interspécifique. Elle s'intéresse au
dénombrement des chromosomes et a leurs brassages. Pour ce faire, elle utilise des
colorations homogeénes des chromosomes, tels que le carmin acétique, acéto-orcéine, ou
des colorations inhomogénes qui donnent lieu a des colorations en bandes. Avec le
progrés de la biologie moléculaire, cette technique a été appliquée sur les chromosomes
sous le nom de la technique FISH (hybridation in situ avec une sonde fluorescente). Le
but de ce chapitre est la mise au point d’une technique permettant de dénombrer les
chromosomes chez Acacia tortilis subsp raddiana du Maroc et savoir son niveau de
ploidie, ce qui permettra de bien mener I’étude de la diversité génétique chez cette
espece. En outre, aucune étude a notre connaissance au Maroc n’a été réalisée au niveau

de sa diversité ou de sa garniture chromosomique.

l. Synthese bibliographique
1.1, Le cycle cellulaire

La division cellulaire est une étape qui marque la vie d'une cellule qui n'est pas en
quiescence (phase Gy = phase de repos). Une fois, la cellule est excitée par un facteur de
croissance, elle rentre en cycle cellulaire. Les premiéres études de division cellulaire
remontent au 1821, avec le célebre aphorisme de Rudolf Virchow (1821-1902) « Omnis
Cellula E Cellula» « toutes cellules proviennent d'une cellule ». Depuis, les recherches se
sont concentrées sur la compréhension du processus de cette division et la maniere dont
les cellules transmettent fidelement l'information génétique d'une génération a la
suivante. Deux événements majeurs sont une caractéristigue commune pour tous les
cycles cellulaires qui sont facilement détectables par microscopie optique. Il s'agit de la
phase M et l'interphase. La phase M (phase mitotique = division cellulaire) composée de
la mitose ou les chromosomes répliqués segreguent dans deux noyaux (Howard et al.,
1951 ; Howard et al., 1986 ; Nurse 1990) et la cytocinése (cytodiérese), ou la cellule en

division se sépare en deux cellules filles. La phase d'interphase ou les chromosomes sont
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répliques. La notion de cycle cellulaire, a été mise en évidence par les travaux de Howard
et Pelc en 1953, ou il a été découvert que le cycle mitotique normal au niveau du
méristeme racinaire s'étale sur plusieurs heures, dont une période tres courte est réservée
a la division cellulaire, tandis que, le reste des heures est consacré pour la synthése d'un
nouvel ADN jusqu'a ’apparition de la prophase du nouveau cycle mitotique (Howard et
al. 1986).

1.1.1. Les phases du cycle cellulaire

1.1.1.1. Interphase

L’interphase est une phase de croissance cellulaire. Elle comprend trois phases Gy,
S et G,. C'est une étape clé du cycle cellulaire, la cellule se prépare pour entamer la
mitose. Ainsi, la cellule consacre toute sa machinerie pour répliquer son ADN et
synthétiser son stock de protéines, et produire une quantité suffisante d'organites et de
composants cytoplasmiques pour les deux cellules filles.

e La phase G; (Gap) : constitue une phase trés variable en longueur qui précéde la
phase S, au cours de laquelle la cellule assure sa croissance en s'alimentant des
nutriments absorbés (Galas et al., 2008). Durant cette période, la cellule produit les
composants nécessaires au déroulement des phases postérieures tels que les nucléotides,
les enzymes, les acides aminés, les organites, etc., d'ou son augmentation de volume.
Aucune synthése de I'ADN n'est notée a cette phase. Elle peut durer de quelques jours a
des années comme le cas des cellules nerveuses qui ne se divisent pas ou les cellules
cultivées qui cessent de se diviser par inhibition de croissance (De Robertis et al., 1983).
Si les conditions de croissance cessent a un moment spécifique de Gy, la cellule entre en
phase G état de repos de la cellule.

e La phase S (Synthese) : C'est la phase de synthése d’ADN par l'intermédiaire de
l'activation de I’ADN polymérase. Les nouvelles molécules d'ADN synthétisées sont
structurées sous forme de nucléosomes a l'aide des Histones (Galas et al. 2008), on note
également le déroulement des mécanismes de correction du matériel génétique pour

éviter une accumulation des mutations. A la fin de la phase S, tous les chromosomes sont
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sous forme de deux chromatides. La cellule entame également la duplication de son
centrosome au cours, de la phase de transition entre G1/S (Lacey et al., 1999)

elLa phase G2 (Gap) : C'est I'étape qui précéde la mitose, les préparatifs se
complétent. A ce stade, la cellule contient un matériel génétique répliqué qui peut bien
étre visualisé en fusionnant des cellules en G2 avec des cellules en phase M (Karp et al.,
2004). Les chromosomes dupliqués sont dispersés dans le noyau, et commencent leur
condensation. Les cellules avec un centriole achevent la duplication de ce dernier, ainsi

on trouve deux paires de centrioles en dehors de I'enveloppe nucléaire.

Les deux phases G, servent de phase de contrdle de l'intégrité du matériel génétique
synthétisé, ainsi elles assurent la réparation en cas d'erreurs éventuelles risquant d'étre

ensuite transmises aux cellules filles (Lullmann-Rauch et al., 2008).
1.1.1.2. La division mitotique ou phase M

La division mitotique comporte deux événements : la mitose et la cytodiérése. C'est
une phase trés bien contrélée grace aux mécanismes moléculaires et structuraux. A
I'encontre de l'interphase qui peut étre arrétée selon les facteurs de la cellule a la phase
G1 ou phase G2 grace aux points de passage localisés a la fin de ces deux phases, la
phase M est un processus continu dans le temps qui ne dure que quelques minutes a une
heure (Raven et al. 2003). La mitose est divisée en 5 phases principales : prophase, pro

métaphase, métaphase, anaphase et télophase.

1.1.1.2.1. Les stades de la mitose

a. La prophase

Le début de ce stade est marqué par des chromosomes encore filamenteux bien
dispersés dans tout le noyau. Au fur et a mesure que ce stade progresse la condensation
des chromosomes se poursuit pour se trouver a la fin de ce stade avec des chromosomes
volumineux qui sont unis sur toute leur longueur, adhérés a I'enveloppe nucléaire avec
libération du centre du noyau (Chen 1936). On assiste a un début de formation du fuseau
qui permettra la séparation des deux chromatides sceurs, ainsi un pont se forme entre les

deux poles de la cellule.
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b. Pro métaphase

Pendant ce stade, les chromatides sceurs attachées par des protéines spécialisées
(complexe protéique de cohésine) se détachent au niveau des bras, mais reste attachées au
niveau de la région du centromére (Lullmann-Rauch et al. 2008). Les chromosomes
condensés se fixent par I’intermédiaire du kinétochore au niveau du centromeére sur le
fuseau mitotique et se déplacent vers le centre de la cellule, en méme temps I'enveloppe
nucléaire termine sa désintégration. Les chromosomes pro métaphasiques occupent tous
l'espace du noyau antérieur. A la fin, les chromosomes se regroupent tous au centre du

fuseau mitotique.

c. Métaphase

La métaphase est la phase spectaculaire de la mitose. Les chromosomes sont
rassemblés dans la plaque métaphasique (équatoriale) a 1’aide des microtubules des
kinétochores développés au niveau du centromere. Ces derniers exercent des forces
équilibrées sur les chromosomes, les tiraillements continuent jusqu'a ce que les
chromosomes soient tous alignés sur la plaque métaphasique, chaque chromatide est
connectée vers un pb6le opposé avec le centromere sur le plan équatorial. Si lI'un des
chromosomes reste non connecté a un microtubule, la mitose s'arréte : c'est le point de
contrdle fusal (Lullmann-Rauch et al. 2008). A cette étape, les chromosomes sont préts

pour entamer la phase suivante anaphase.

d. Anaphase

L'anaphase est caractérisée par sa courte durée, chacune des chromatides sceurs d'un
chromosome migre brusquement dans un pole contraire. A cette étape, la cohésine au
niveau de la région centromérique (Warren et al., 2000) se scinde ce qui permet la
séparation des deux chromatides sceurs de telle sorte que chacune se déplace vers le pole
auquel elle est connectée. Le déplacement des deux chromatides sceurs vers les poles se
fait grace aux protéines motrices qui fournissent de I'énergie, a cOté on trouve aussi le

phénomene de dépolymeérisations kinétochoriens en perdant des sous unités.
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e. La télophase

Au stade télophase, on s'apercoit avec deux lots de chromosomes, identiques en
nombre, qui commencent a perdre leur contraste en se décondensant. Ainsi, les
chromosomes reprennent leur forme de filaments minces jusqu'a leur disparition, on ne
peut plus les détecter sous microscope. La membrane nucléaire se reconstitue & nouveau

pour les deux cellules filles et le fuseau mitotique disparait (Lodish et al., 1997).

1.1.1.2.2. La cytocinése

Cytocinese signifie la division du cytoplasme (Samuels et al., 1995). Chez les
plantes, deux événements marquent cette phase, il s'agit de la formation du
phragmoplaste et de la plaque cellulaire (Samuels et al. 1995 ; Valster et al., 1997 ;
Otegui et al., 2000 ). En 1993, Zhang et al, ont démontré que lors du déplacement des
chromosomes vers les pdles, les microtubules du centre de I'appareil mitotique fusionnent
latéralement pour donner naissance a la structure du phragmoplaste (Zhang et al., 1993).
Des microtubules du reste de I'appareil mitotique et des filaments d'actines qui ont une
polarité définie (Otegui et al. 2000 ; Otegui et al., 2001 ; Karp et al. 2004) s'assemblent
avec d'autres qui sont nouveaux, pour former deux ensembles opposés de chaque c6té du
plan de division (Goddard et al., 1994 ; Otegui et al. 2000), ces microtubules servent de
moyen pour transporter les vésicules drivées de Golgi avec lesquels ils fusionnent
(Brown et al., 2001 ; Liu et al., 2001 ; Damme et al., 2004) pour former la structure du
phragmoplaste, les nouveaux microtubules s'insérent sur les marges latérales ainsi la
structure s'étend par voie centrifuge (Karp et al. 2004) pour atteindre la membrane
plasmique de la cellule mére. Les vésicules formant le phragmoplaste deviennent ensuite
la membrane plasmique des cellules filles (Lodish et al., 2005). La plaque cellulaire sera
ensuite synthetisée grace aux complexes enzymatiques contenus dans les vésicules
dérivées de Golgi (Sonobe et al., 2000).

1.2. Polyploidie

On entend par polyploidie, une augmentation du nombre de chromosomes dans une

cellule animale ou veégeétale. Généralement, les cellules des animaux et des plantes
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supérieures contiennent deux jeux de chromosomes dont chacun provenant de l'un des
parents. Dans la reproduction sexuée ordinaire, ce nombre est réduit a la moitié lors de la
maturation des cellules germinales (gamétes). Le nombre diploide (2x) est restauré
pendant le processus de fécondation par I'union de deux cellules germinales dont les

noyaux portent chacun un nombre de chromosomes haploide (x) (Gates 1924).

La polyploidie peut étre naturelle a la suite d’un croisement de deux espéces avec
des nombres chromosomiques différents ou a une ségrégation non parfaite des
chromosomes (Gates 1924 ; Navashin 1925) ; comme elle peut étre induite par des
agents extérieurs tels que la température et des radiations (Randolph 1932). Cette
augmentation du nombre de chromosomes est accompagnée par un agrandissement de la
taille des cellules et par suite des organes qu'elles forment (Gates 1924 ; Navashin 1925),
d'ou une croyance largement répandue, mais non fondée, que les polyploides sont plus

grands que les diploides correspondants (Comai 2005).

Avec l'apparition de la théorie « caryo-géographique » et celle de la résistance des
polyploides par rapport au diploide aux années 30 (Bowden 1940), la polyploidie a retenu
I'attention de beaucoup de chercheurs dans le but de dévoiler les mécanismes développés
chez ces especes pour faire face aux conditions deéfavorables. Il s'est avéré que ce
phénomene apportait un bénéfice aux plantes de tomates en terme de résistance au déficit
hydrique et a la salinité (Tal et al., 1976) grace a certains changements physiologiques
tels qu’une augmentation de la pression racinaire, et une diminution de la transpiration
stomatique d'une part, d'autre part il y avait une réduction du nombre des ARN, et de
I'activité des ARNase (Tal 1977). Une revue bréeve sur la polyploidie chez les plantes a
fleurs (Levin 1983) a permis de conclure que ce phénomeéne n'est pas nécessairement
néfaste, et il est accompagné de plusieurs changements, parfois progressifs ou brusques,
ce qui permet son développement au point qu'il peut générer des especes carrément
differentes de leur ancétre diploide, ce qui fait de lui un obstacle a I'évolution
progressive. Cependant, la polyploidie a joué un grand réle dans I'évolution des
angiospermes dont 70 % a 80 % ont vécu une période de polyploidisation (Leitch et al.,
1997 ; Soltis et al., 1999) ceci a eté vérifié grace a I'émergence des marqueurs

moléculaires (polymorphisme de la longueur des fragments de restriction RFLP) et de
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I'nybridation in situ génomique (GISH) qui ont permis d'étudier l'origine de certaines
plantes (Leitch et al. 1997). Ainsi, il a été suggéré que l'origine polyploide des plantes est
le cas normal et non pas I'exception chez les angiospermes, d'ou une hypothese d'origine

polyphylétique a été mise en place pour ces espéces (Soltis et al. 1999).

Sur la base d'un nombre limité d'études revues par Soltis et al (Soltis et al., 2000 ;
Soltis 2005) des caractéristiques génétiques ont été liées a la polyploidie :

(1) La polyploidie a I'échelle individuelle et de population, maintient généralement
des niveaux d'hétérozygotie plus élevés que ne le font leurs progénitures diploides.

(2) Elle présente moins de dépression de consanguinité que leurs parents diploides,
et donc ne peuvent pas tolérer des niveaux élevés de 1’autofécondation ; cependant, les
angiospermes polyploides ne différent pas en taux de croisement de leurs parents
diploides.

(3) La plupart des especes polyploides sont polyphylétiques, ils sont formés a partir
de géniteurs diploides génétiqguement différents. Ainsi, leur diversité génétique est
beaucoup plus élevée que prévu par les modéles de formation polyploide impliquant une
origine unique.

(4) A la base des données provenant d'hybridation in situ du génome (GISH),
polymorphisme de longueur des fragments de restriction (RFLP) et de la cartographie des
chromosomes, le réarrangement du génome peut étre une caractéristique commune des
polyploides.

(5) Plusieurs groupes de plantes peuvent étre des polyploides anciens, avec de
grandes régions de I'ADN homologue. La duplication des genes et des génomes peut
subir une évolution divergente et crée de nouvelles fonctions.

En résumé, les avantages de la polyploidie sont les conséquences de la possibilité de faire
un meilleur usage de I'nétérozygotie, de I'effet tampon de la redondance génique sur les
mutations, et dans certains cas, la facilitation de la reproduction par les moyens
d'autofécondation ou asexuée (Comai 2005). Par ailleurs, la polyploidie est une source de

diversite naturellement induite et qui peut répondre a des situations adaptatives.
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1.2.1. Classes de polyploidie

Le premier critére de classification de polyploidie est le mode d'origine (Ramsey et
al., 1998) : ainsi, on utilise le terme «Autopolyploidie» pour désigner les polyploides
découlant d'un croisement a l'intérieur ou entre population formée d'une espéce unique, et
«Allopolyploidie» pour indiquer les polyploides dérivants d'hybride entre especes, ou
espéce est défini selon son degré d'isolation prés ou post zygotique. Que ¢a soit
autopolyploidie ou allopolyploidie, les deux sont le résultat de I'union de gameétes non
réduit (Soltis et al., 2004) a 1’état naturel.

1. Matériel et méthodes

Pour tout comptage de chromosomes, les cellules doivent étre en division
mitotique, et plus spécialement en métaphase pour que les chromosomes soient bien
individualisés. Pour cela, il faut choisir des tissus reconnus pour leurs activités de

division cellulaire, d’ou notre choix du méristéme racinaire.

I.L1.  Matériel végétal

Les graines issues de trois régions Tissent, Mcissi et N’Koub ont fait 1'objet de
I'étude cytogénétique. Les graines ont été mises en germination a 25° C dans des boites
de Pétri jusqu’au développement d’une radicule de un a deux centimetres de taille, selon
le protocole décrit au chapitre de germination. Les racines en croissance active sont
excisées toutes a environ 1 cm de la pointe racinaire et collectées dans la solution de

prétraitement.

I1.2.  Préparation des chromosomes

11.2.1. Prétraitement

Les radicules sont preétraitées avec la solution de 8-Hydroxyquinoline (0.0375 %)
(Tjio et al., 1950 ; Ganesan et al., 1958) qui bloque l'activité du fuseau mitotique et

contracte les chromosomes (Yakar 1952). Deux périodes de traitements ont été testées (2
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et 4 heures) afin de déterminer le temps approprié pour accumuler un maximum de

cellules au stade métaphase.
11.2.2. Fixation

Apres ringage des radicules deux fois pendant 10 min avec de I'eau distillée et une
fois pendant 5 min avec la solution de fixation (méthanol-acide acétique glacial (3:1)), on
les incube a 4 °C pendant 24 h dans la solution de fixation (Tlaskal 1979 ; D'Hont et al.,
1995).

Les racines fixées sont rincées pendant 10 min avec ’alcool a 70 % pour enlever
I'exces du fixateur, puis transférées dans une nouvelle solution d'alcool a 70 % pendant
une journée a température ambiante avant d'entamer I'étape d'hydrolyse et de préparation
des plaques chromosomiques. Les racines peuvent étre stockées dans I'alcool pendant

plusieurs années, il faut juste renouveler la solution de temps en temps.
11.2.3. Hydrolyse

Nous avons test¢é deux types d’hydrolyse ; une chimique & l'aide d'acide
chlorhydrique (HCI) 2 N, et une enzymatique. La premiere permet damollir la racine

tandis que la deuxieme permet la préparation de protoplastes.

» Hydrolyse chimique (Schreiber 1951 ; Ganesan et al. 1958) : les
radicules sont trempées dans une solution d'acide chlorhydriqgue 2N avec
essai de trois temps d'hydrolyse 10 min, 20 min et 40 min pour comparer le
degré de ramollissement.

» Hydrolyse enzymatique (D'Hont et al. 1995 ; Islam-Faridi et al.,
1995) : les radicules fixées sont rincées trois fois avec de I'eau distillée
pendant 10 min, puis traitée avec HCI 0,2 N pendant 15 min a 20 min,
rincées avec l'eau distillée pendant 20 min, suivies d'un lavage avec le
tampon citrate 0,1 M pendant 5 a 10 min. Une portion de 2 mm de la pointe
racinaire méristématique est coupée sous la loupe binoculaire et transférée

dans un tube eppendorf de 1,5 ml contenant la solution enzymatique
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(tableau 19) de dégradation de la paroi pecto-cellulosique pour une durée de

25 a 30 min selon I'épaisseur de chaque radicule a 37 °C.

Tableau 19. Composition de la solution enzymatique

Concentration Quantité

Cellulase (v/v) (Sigma C2730) 40% 4ml
Pectinase (v/v) (Sigma P2611) 20% 2 ml
0.1M Citrate buffer aml
Cellulase “Onozuka” RS* (w/v) 3% 0.3g
Macerozyme R-10 (w/v)* 2% 0.2g
Pectolyase Y-23 (w/v)** 1.5% 0.15g

Apreés trois lavages avec le tampon citrate pour éliminer les traces des enzymes de
dégradation, les radicules sont mises dans de I'eau distillée pour entamer la derniére étape

qui est la préparation des lames.
11.2.4.  Etalement des chromosomes

L'étalement des chromosomes est réalisé avec deux méthodes différentes selon le

traitement d'hydrolyse utilise :

Etalement par écrasement : les radicules hydrolysées avec HCI, sont transférées sur
une lame préalablement nettoyée avec de l'alcool, la pointe méristématique est excisée
sous la loupe binoculaire transférée sur une autre lame propre contenant une goutte

d'acide acétique 45 %, on recouvre avec une lamelle et on 1’écrase doucement.

Pour les pointes méristématiques hydrolysées par la solution enzymatique, on
dépose 5 pl de la suspension contenant les protoplastes sur une lame bien nettoyée avec
de I'alcool, on laisse sécher pendant 30 min a 1’air libre. Les lames séchées sont émergées
dans I’éthanol absolu pendant 1 heure, puis séchées en les passant sur une flamme

d’alcool (sans ébullition) ou a I’air libre.
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11.2.5. Technique de coloration des chromosomes

Nous avons réalisé trois colorations différentes, une avec un colorant simple
visualisé a la lumiére visible sous microscope photonique c'est I'Acéto-Orcéine 1 %, et
deux colorants fluorescents 1’lodide de Propidium (IP), et le 4 ’,6-diamidino-2-
phenylindole, dihydrochloride (DAPI). L'excitation des deux derniers colorants se fait
avec les lumiéres ultraviolets laser sous microscope Confocal qui fonctionne en
fluorescence, un laser est utilisé comme source de lumiére d'ou I'appellation de

microscope Confocal a balayage laser.

Les lames contenants les pointes racinaires écrasées sont rendues dépourvues de
leurs lamelles aprés un passage bref (30 s) dans le liquide nitrogene, et séchées a l'air

libre.
11.2.5.1. Coloration a I'Acéto-Orcéine 1 %

L’Acéto-Orcéine 1 % est a la fois un colorant basique et un colorant acide naturel
qui est extrait des lichens a orseille (Lecanora et Rocella) (Cour 1941). On met 10 pl de
la solution colorante fraichement préparée et filtrée sur la préparation des chromosomes
qu'on laisse réagir pendant 15 a 20 min, on recouvre avec une lamelle, on élimine l'excés
du colorant et I’on examine sous microscope photonique au grossissement x400. Cette

coloration a été appliquée sur les pointes méristématiques hydrolysées avec HCI 2 N.
11.2.5.2. Coloration fluorescente

Il s'agit de colorants fluorescents qui permettent de visualiser spécifiqguement

I'ADN, car ils s'intercalent entre les bases de la double hélice.
11.2.5.2.1. L’Todide de propidium

lodide de propidium est un agent intercalant qui a la caractéristique réversible de
s'intercaler entre les bases des ADN et des ARN d'ou la nécessité d'un traitement a la
RNase avant de procéder a la coloration des lames. Il a un maximum d'absorption et

d'émission situé successivement vers 535 nm a 617 nm, le maximum d'excitation étant
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décalé d'environ 30 a 40 nm vers le rouge et le maximum d'émission est décalé d'environ
15 nm vers le bleu (Molecular 1999).

a. Protocole de coloration

Etant donné que nous avons réalisé la fixation avec le méthanol : acide acétique
glacial 3:1, nous n’avons pas reéalisé un traitement avec les RNase comme le prescrit la
brochure d’IP.

Les préparations chromosomiques sont équilibrées avec le tampon 2xSSC (0,3 M
NaCl, 0,03 M citrate de sodium, pH=7.0) pendant 5 min. Par la suite, on remplace le
tampon avec 40 ul d’lodide de Propidium préparé a partir d'une solution meére de
1 mg/ml, en utilisant la proportion de 1:1000 dans le tampon 2xSSC, on laisse agir pour
une durée de 10 min a I'abri de la lumiére. On rince trois fois 5 min avec le 2xSSC, on
couvre avec une lamelle propre et I’on visualise sous microscope Confocal a balayage

laser.

11.2.5.2.2. 4',6-diamidino-2-phenylindole,
dihydrochloride (DAPI) et hybridation in situ

Le DAPI est un colorant cationique fortement fluorescent qui se lie spécifiquement
aux régions riches en adénine-thymine des acides désoxyribonucléiques (ADN riche en
AT). Le caractere fluorescent permet [l'utilisation du DAPI par la microscopie a
fluorescence. Il montre une trés grande stabilité a la lumiére UV. Pour les colorations sur
une lame, une exposition de 15 a 20 minutes a 37 °C avec une solution de concentration
de 0,1g/ml de DAPI est suffisante pour une bonne coloration. La solution est stable
pendant des semaines si elle est conservée au froid. Il présente un maximum d'absorption

a 340 nm et un maximum de fluorescence a 488 nm (Technical. et al., 1999)
a. Protocole de coloration

Les lames avec étalement des chromosomes ont été colorées avec le DAPI (4 ', 6-

diamidino-2-phénylindole), incluant le Vectashield (antidécolorant). Une petite goutte (8
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a 10 pl) de milieu de montage Vectashield avec le DAPI (H-1200, Vector Laboratories,
CA, USA) a été appliquée sur chaque préparation, aprés on recouvre avec une lamelle
propre bien nettoyée avec de I'éthanol. Les lames sont ensuite placées dans une grande
boite de Pétri et recouvertes avec du papier aluminium pour empécher 1’exposition
lumiere. Les préparations de chromosomes ont été visualisees sous l'objectif
apochromatique 63X, I’image numérique a été enregistrée a 1'aide du microscope a épi-
fluorescence (Carl Zeiss, Allemagne) avec jeu de filtres UV (Chroma Technology, VT,
USA).

Hybridation in situ : Les lames ont été immergées dans une solution de 2 x SSC
avec une concentration de 30 pug / ml de RNase pendant 45 min a 37 °C, dénaturées
premiérement a 70 °C puis dans du formamide a 70 % dans le 2 x SSC 2,5 min, ensuite
déshydratées dans une série d’éthanol 70 %, 85 %, 95 % et 100 % pendant 2 min chacun
a-20 °C (1 x SSC est composé de 0,15 M de NaCl, 0,015 M citrate de sodium). Le
mélange de sondes a été dénaturé a 80 °C pendant 5 min, puis appliqués aux lames avec
un volume de 25 pl, on recouvre d’une lamelle 20 mm x 40 mm. Les lames sont ensuite
déplacées dans une chambre humide a 80 °C pendant 7 min, et on laisse incuber pendant
une nuit a 37 °C. Le volume de 25 pl de mélange d'hybridation contient 50 % de
formamide déionisee, 10 % de sulfate de dextrane, 9 pg d’ADN d'Escherichia coli, et 90
ng de sonde d’ADN marqué a la biotine dans la 2 x SSC. Pour le double étiquetage, 90 ng
de sonde 18S-28S marquée a la biotine et 90 ng de sonde ADNr 5S marquée au

digoxigénine ont été utilisees par lame.

Apres une nuit d'incubation a 37 °C, on enléve les lamelles et on procede au
rincage des lames a 40 °C dans : deux fois a 2 x SSC 5 min chacune, 10 min dans le
formamide 50 % dans 2 x SSC, puis deux fois dans le 2 x SSC 5 min chacune, et 5 min
au 2 x SSC. Le signal de sondes marquées a la biotine a été ensuite amplifié avec les
applications séquentielles 30 min de 5 pg / ml de fluorescéine isothiocyanate (FITC)-
avidine DCS (Vector) dans 4 x SSC, 0,2 % de Tween 20, 10 pg /ml biotinylé anti-avidine
D (Vector) dans 2 x SSC, 0,2 % de Tween 20 et 5 ug / ml d'avidine-FITC a 4 x SSC, 0,2
% Tween 20. Pour les deux sondes de détection, une incubation finale avec 20 pug / ml de

rhodamine anti-digoxigénine (Boehringer Mannheim) a été ajoutée. Apres chaque étape,
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trois lavages ont été effectués dans 4 x SSC, 0,2 % de Tween 20 pendant 5 min chacun a
37 °C.

1. Résultats et discussion

Dans les échantillons issus de la provenance de N’Koub et Tissent, 20 métaphases
sont analysées, dont 16 présentaient 104 chromosomes sans ambiguité, sur les
préparations des trois populations deux présentait des cellules avec un nombre différent
de chromosomes 54, 65, et 78 avec la coloration a 1’ Acéto-Orcéine (Fig. 28A, B et C). La
coloration avec les colorants fluorescents IP (Fig. 29) et DAPI (Fig. 30) confirme un
nombre chromosomique de 2n=8x=104. La différence est notée entre les préparations
chromosomiques réalisées avec un écrasement de la pointe racinaire et la suspension des
protoplastes obtenue apres hydrolyse enzymatique, dans ces derniers il y avait une seule
plaque présentant des cellules avec des nombres différents de chromosomes (manque

d’un seul chromosome).

Le nombre de chromosomes a été reporté pour la premiére fois chez les
Iégumineuses en 1936 (Cooper 1936), ou l'auteur a fait une description de 13 espéces de
7 genres. En 1938 dans le cadre d'une étude comparative du nombre des chromosomes
des herbaces et des ligneuses, il a été noté que chez les légumineuses, le nombre de base
le plus fréquent parmi les genres herbacés était 8, tandis que 9, 10, 12, et 13 ont été
enregistrés pour les genres ligneux, dont Acacia n=13 fait partie (Stebbins 1938), les
genres différents d'une méme famille présentaient des écarts significatifs (Stebbins 1938).
La comparaison du nombre de chromosomes au niveau des racines et des nodules chez
des Acacia, a révélé un dédoublement au niveau des nodules, qui a été liée a leur

caractére de fixateur de 1’azote (Wipf 1939).

Le degré de polyploidie n'a apporté aucun lien avec l'adaptation morphologique
chez Acacia, cependant les especes de I'Afrique et de I'Asie montraient une tendance de
polyploidie, a I'encontre des espéces australienne et américaine qui étaient diploides
(Atchison 1948 ; Tjio 1948). Aucune division polyploide n'a été observée au niveau de la

région méristématique des racines secondaires.
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52 +2, B. cellules en

78+2. Gx400.

Fig.28. Coloration Acéto-Orcéine A. cellules en métaphase 2n

taphase 2n=

64+ 2, C. cellules en mé

prométaphase 2n
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La détection de polyploidie a été jumelée avec des radicules dont la taille est
comprise entre 2 a 30 mm pour le genre Albezzia, la frequence diminue avec la longueur
de la radicule (Berger et al., 1950 ; Berger et al., 1958).

L’hypothése d’un niveau octaploide a été avancée pour Acacia tortilis subsp
raddiana de Mauritanie, Algérie, Sénégal et Palestine. En 1975, une note a été publiée
sur de nouveaux nombres de chromosomes chez le genre Acacia, avec un exemple
d'Acacia tortilis subsp raddiana de Mauritanie avec 2n=8x=104 (Hamant et al., 1975).
D’autres études ont reporté le méme chiffre au Soudan (Bukhari 1997), au Palestine,
Sénégal et Niger. Quant au Kenya, Oballa et al., (1993) a reporté un nombre

chromosomique de 2n=4x= 52.

Fig.29. Coloration avec lodide de propidium ( A. télophase, B. métaphase)
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Notre étude est la premiere a mettre en évidence le nombre de chromosomes de
cette espece au Maroc. La polyploidie est bien développée dans le sous-genre Acacia
tortilis subsp raddiana avec un nombre de base x= 13 (Guinet et al. 1978). Avec la
découverte de populations tétraploide et octaploides au Maroc, une question se pose sur
le sens de I’évolution de la polyploidie de cette espece au Nord d’ Afrique notamment par
rapport aux populations tunisiennes qui ont été déclarées diploides et tétraploides (El
Ferchichi Ouarda et al., 2009), a savoir que I'étude est venue compléter une étude
antérieure dans le méme pays qui a annoncé l'octaploidie EI Ferchichi (1997) in.(El
Ferchichi Ouarda et al. 2009). Si on reconstitue la carte de distribution des Acacia tortilis
subsp raddiana selon le nombre chromosomique, on va trouver que seule la Tunisie qui
est localisée au centre du Nord d'Afrique présente des populations tétraploides, et tous les
pays qui I’entourent présentent des populations octaploides. De ce fait, on peut bien se
permettre de conclure que les isolats de la Tunisie sont les moins évolués en conservant
un nombre de chromosomes 2n=4x=52 et 2n=2x=26 par rapport aux autres pays, alors
que les peuplements Acacias marocains peuvent étre en état de transition de polyploidie

tétraploide au octaploide.

Des études sur les espéces polyploides ont mis en évidence que la formation des
polyploides est un processus répété de facon continue (Leitch et al. 1997 ; Soltis et al.
1999 ; Soltis et al. 2004 ; Soltis 2005 ; Parisod et al., 2010). La présence de certaines
plaques avec 2n=52 et 2n = 104 chromosomes sur des Acacias tortilis subsp raddiana au
Maroc nous laisse a ouvrir I'nypothese d'un second phénomeéne d'autopolyploidie de cette
espece dans cette région, sachant qu’un individu a reproduction sexuée nouvellement
octaploide au sein d’une population tétraploide a de forte chance d’avoir une descendance

hexaploide, car ses partenaires sont généralement des tétraploides.

Habituellement, les polyploides sont connus par leur tendance de diminution de
fertilite (Comai 2005 ; Parisod et al. 2010) et de viabilité a cause soit des perturbations
que connaissent leurs chromosomes lors de la ségrégation pendant la division mitotique,
la méiose, et ou de celle due a I’expression de gene causée par le dosage des génes altérés
et des genes «silencing» (Yu et al., 2009). Hegarty et ses collaborateurs (Hegarty et al.,

2008) reportent que pour les espéces nouvellement polyploides, leur chance de
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croisement avec des polyploides est rare, ainsi pour s’échapper a leur élimination,
I’autofécondation et la reproduction asexuée (exemple apomixie) peuvent étre
développées. Cependant, pour les autopolyploides, les croisements restent plus fréquents
ce qui peut expliquer la coexistence des formes hexaploides et pentaploides qui restent un
constat dont il faut approfondir 1’étude pour le valider, en réalisant des échantillonnages

stratifies entre les peuplements ou les hybrides seront plus favorisés.

L’avantage tiré de la polyploidie et en particulier la tétraploidie, repose sur le fait
que les organismes peuvent avoir recoure a un plus grand nombre de genes et une
augmentation du nombre de variant alléliques. Cela est considéré comme intéressant pour
le métabolisme des plantes en termes des taux de synthése et ou la variabilité des
composés métaboliques qu’ils produisent (Yu et al. 2009). Les genes dupliqués ont trois
devenirs : ils peuvent étre perdus, conservés ou maintenus en copies qui font souvent

l'objet d’une Néo-fonctionnalisation ou Sous fonctionnalisation (Comai 2005).

Dans le cadre de I’expression des genes apres hybridation de type allotétraploide, il
a été démontré que certains genes passent a I’état de géne «silencing», qui apreés une
accumulation de mutations ils sont perdus (Hegarty et al. 2008), ceci a été vérifié dans
plusieurs études connectées aux allopolyploides, mais qu'est-ce qui se passe pour
autopolyploide ? L’hybridation in situ de rDNA 18S-28S réalisée sur deux variétés de
Parnassia palustris L. var. palustris et var. condensata Travis & Wheldon (Celastraceae)
tétraploides, a montré que ces derniers ont le méme nombre de copie de ces génes que
leur homologue diploide (Gornall et al., 2011). L’hybridation in situ des sondes rDNA 5S
et 18S-28S sur les plaques d’Acacia tortilis subsp raddiana 2n=8x=104 qui est une
espece supposée autopolyploide, et si on considere uniquement les grands signaux, on a
révélé la présence de deux sites d’hybridations pour chacun des genes (Fig.31). Alors
que, si on prend en considération les petits signaux, on va rencontrer deux cas, une plaque
avec trois sites (Fig.32. A), et une autre représentée par la Fig.32 B avec 5 sites 5S et 4
sites de 18S-28S. Ces observations remettent en question le dédoublement du nombre de
génes chez les autopolyploides qui est proportionnel a la duplication des chromosomes, et
de la rétention préférentielle des génes intervenant dans la transcription et la traduction

(Adams et al., 2005). Les données disponibles sur les autopolyploides suggérent que ces
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derniers ne subissent pas de changement notable ni dans leurs structures génomiques ni
dans leurs expressions de genes pendant les premieres générations, mais ceci peut se

proceder dans les générations suivantes (Parisod et al. 2010).

Fig.30. Coloration au DAPI (échelle représente 5 um).
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18S-28S tDNA

Fig.31. Distribution des rDNA 58S, 18S et 28 S au niveau des chromosomes d’Acacia
tortilis subsp raddiana
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L’absence des sites a trés faible signal sur les plaques peut étre expliquée par le
nombre insuffisant de répétitions des copies de rDNA auxquelles les sondes sont
hybridées, et par suite il reste en dessous du seuil détecté par la FISH. La diminution du
nombre de copies de rDNA ne peut avoir lieu que suite a une translocation délétion ou
fusion (Gornall et al. 2011). Une étude réalisée sur les autotétraploides synthétiques a
révélé que ces derniers ont perdu 17 % de leur ADN a la troisieme génération (Raina et
al., 1994). Ce résultat nous laisse supposé qu’aprés dédoublement des chromosomes chez
certains autopolyploides, un systéeme de restauration du nombre de génes de leur
homologue diploide est déclenché. La perte de génes a été observée chez les
allopolyploides, elle se produit dans les premiéres générations, juste apres hybridation ou
dédoublement des chromosomes dans le but de favoriser un équilibre génétique, ainsi il
contribue d’une fagon irréversible dans la diploidisation de nouveau amphiploides

(Kashkush et al., 2002).

Des études sur la spéciation par les allopolyploides ont suggéré que cette derniére
se fait par le biais de la perte d’ADN touchant les séquences moins répétitives, le plus
probable celles qui sont non codantes (Feldman et al., 1997), et elle se fait d’une maniére
équilibrée au niveau de I’ensemble des chromosomes en dehors de leur taille, ainsi que ¢a
soit un petit ou un grand chromosome, les deux perdent la méme quantité (Raina et al.
1994). Par ailleurs, une étude ultérieure serait nécessaire a mener dans le complexe
d’Acacia tortilis subsp raddiana comprenant les espéces diploides, tétraploides et
octaploides des différents pays abritant cette espéce pour comprendre son processus
évolutif qui peut étre la source du schéma de variation qu’elle montre actuellement d’une
part, et de chercher d’éventuelles relations avec des criteres d’adaptation aux stress
biotiques ou abiotiques, et des caractéres d’intéréts agro-sylvo-socio-économiques d’autre

part.
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Fig.32. Les signaux faibles des rDNA sur Acacia tortilis subsp raddiana (les sites rouges
5S, les sites verts 18S-28S) A. 3 sites 5S et 3 sites 185-28S, B. 5 sites 5S et 4 sites 18S-
28S
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Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons mis en évidence la présence de la polyploidie,
notamment 1’octaploidie (2n=104 chromosomes) chez Acacia tortilis subsp raddiana du
Maroc a I’aide de la coloration simple Acéto=0Orceine et la coloration par florescence a
I’iodide de propidium et le DAPL

La technique d’écrasement de racines hydrolysées par l'acide chlorhydrique 2N
pendant 10 min & 20 min, ensuite colorer par I’ Acéto-Orcéine 1 % s’avere suffisante pour
le dénombrement des chromosomes sous microscope photonique. Cependant, ce
protocole requiert une expertise des minutages des trois premieres étapes, qui sont : i) la
récolte des radicules que nous avons réalisée le matin entre 8n30 et 10h ou on a remarqué
une activité cellulaire importante. ii) le prétraitement avec le 8-hydroxyquinoline (0.0375
%) pendant 2h qui permet d’avoir un culminant important de cellules en métaphase, ii)

L’hydrolyse chimique avec I'acide chlorhydrique 2N pendant 10 min a 20 min.

L’utilisation d’une suspension de protoplastes suite a une hydrolyse enzymatique
reste la meilleure technique pour garantir un étalement de cellules le plus facile a réaliser
avec absence du risque d’éclatement des cellules qui provoque un débordement des
chromosomes de leurs compartiments, sauf que son colt demeure plus élevé que

I’hydrolyse chimique.

La préparation des plagues nous a permet de distinguer les niveaux de polyploidie :
pentaploide 2n= 5x=64+2, hexaploide 2n=6x=78+2 et octaploide 2n=8x=104, ce que peut
avoir un impact sur la capacité d'adaptabilité des individus des populations aux conditions

climatiques et edaphiques.

L’hybridation in situ nous a permis de déceler que les espéces octaploides
présentent quatre sites des rDNA 5S et 18S-28S positionnés sur quatre chromosome, ce
qui suggére une perte de certains sites avec le dédoublement des chromosomes. La
présence de sites d’hybridations avec un signal faible témoigne de la présence préalable
de ces sites au niveau des autres chromosomes, mais peut étre sous 1’effet de
remaniements intrachromosomiques (delétion fusion ou translocation), ils ont perdu un

nombre important de leur copie ce qui les rendent sous le seuil détectable. Ces
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phénomenes qui se produisent généralement dans les premiéres genérations aprés une
hybridation ou dédoublement des chromosomes nous permettent de lancer 1’hypothése
d’un événement de polyploidie récent chez cette espéce a cette région. En outre, une
étude cytogénétique approfondie selon un échantillonnage ciblé par typologie de 1’arbre,

s’avere indispensable afin de mieux comprendre son patron évolutif.
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Chapitre 4

Développement de marqueurs moléculaires
EST-SSR et application a 1’é¢tude de la
structure génétique d°Acacia tortilis subsp

raddiana.
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Résumé

Les microsatellites sont des marqueurs informatifs dans 1’étude de la génétique des populations.
Cependant, leur développement constitue un investissement couteux en terme financier et de
temps. Avec le progrés des études génomiques, une nouvelle source alternative de I'isolement
des microsatellites a été utilisée, c'est I'identification de microsatellites a partir des Etiquettes de
Séquence Exprimées (EST). Il s’agit dans cette étude de faire une premiére contribution a
I’analyse de la diversité génétique de six provenances d’Acacia tortilis subsp raddiana du
Maroc, en développant des microsatellites a partir d’EST. Nous avons utilisé deux lots de
séquences disponibles sur Genbank codantes, issues de I'assemblage de 9110 EST développés
sur Acacia mangium, et 2459 sur I’hybride Acacia auriculiformis x Acacia mangium pour
détecter I’ensemble des sites SSR. L’analyse bioinformatique a permis de retenir 46 marqueurs,
dont trois sont polymorphes. Ainsi, 50 haplotypes ont pu étre identifiés. La diversité intra-
provenance est trés importante, elle est de I’ordre de 0,432 sous I’hypothése de 1’équilibre Hardy
Weinberg. La variation intra-provenance représente 96 % de la variation totale (test AMOVA).
La différenciation génétique inter-provenances (Gst=0,03) est trés faible ce qui refléte le niveau
élevé du brassage génique entre les peuplements. De plus, le test de Mantel a montré une
divergence entre la distance génétique et la distance géographique (r = -0,06 ; p-value = 0,556)
ce qui traduit son indépendance de sa répartition spatiale. Ces résultats apportent des
informations de base et présentent une premiére contribution a I’étude de la structure génétique
d’Acacia tortilis subsp raddiana au Maroc, d’ou nous suggérons une profonde investigation en
développant des marqueurs microsatellites génomiques spécifiques pour cette espéce.

Mots clés: Acacia tortilis subsp raddiana - microsatellites SSR-EST - diversité —
différenciation-
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Introduction

Dans le monde des arbres, la description de la variabilité a I’aide des caractéres adaptatifs est
souvent complétée par des caracteres neutres vis-a-vis des fluctuations de I’environnement. Les
premiers sont baseés sur des caractéres qualitatifs (i.e., forme des fruits, de 1’arbre..) ou
quantitatifs (rendement, poids ; dimensions des parties de 1’arbre, de fruits ; phénologie...) et
permettent une évaluation des potentialités adaptatives a différents niveaux de structuration de
I’espéce étudiée. Ainsi, plusieurs collections de ressources phytogénétiques ont été construites
sur cette stratégie (i.e., collections SODEA au Maroc ou Vasal en France ; OWGB Marrakech :
collection de variétés d’oliviers mondiale & Tassaoute). Elles constituent une réserve qui
préserve le potentiel de création pour des variétés nouvelles présentant un ensemble inédit de
caractéristiques notamment chez les especes sauvages. Par ailleurs, I’observation morphologique
est la base de la description du matériel végétal ; elle est simple et facile a pratiquer. Cependant,
elle manque de précision a cause de la variation importante de 1’expression des caractéres
observés due a une interaction «génotype environnement », au manque des caractéres
discriminants. Les marqueurs biochimiques ont ainsi été utilisés pour la description du matériel
végeétal et pour I’identification variétale. Toutefois, ces marqueurs ont également leurs limites:
faible nombre accessible, faible polymorphisme et influence du stade physiologique (Zhang
2002). Les marqueurs moléculaires (aussi qualifié<s comme des marqueurs génétiques)
constituent des outils plus performants et ont été développés depuis une vingtaine d’années. Ils
sont utilisés pour leur capacité a générer du polymorphisme (de séquence, d’insertion délétion et
de nombre d’unités de répétitions). Par ailleurs, le caractére co-dominant de certains marqueurs
permet de visualiser tous les alleles. L’évolution des techniques moléculaires, en complément
des descripteurs morphologiques, apporte actuellement un grand nombre d’outils basés sur
I’é¢tude du polymorphisme de I’ADN. En effet, ces outils sont utilisés pour 1’analyse des
ressources génétiques et dans les programmes d’amélioration des plantes (Santoni et al., 2000).
De nombreuses techniques sont actuellement disponibles et leur utilisation dépend du degre
d’information que 1’on souhaite obtenir (Siret 2001). Les marqueurs moléculaires
communément utilisés sont les marqueurs RAPD (Random Amplified Ploymorphims DNA), les
marqueurs RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), les marqueurs AFLP

(Amplified Fragement Lengh Plymorphism) et les microsatellites.
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Par conséquent, la caractérisation de ressources phytogénétiques via 1’approche
phenotypique et moléculaire constitue une démarche primordiale a la gestion et la conservation
de la diversité pour la sélection des variétés de demain et faire la distinction entre les génotypes

qui sont pertinents pour un caractére d'intérét en amélioration génétique.

L’objectif de ce chapitre est de rechercher en premier temps des marqueurs SSR-EST a
partir de séquences codantes d'espéces proches d’Acacia tortilis subsp raddiana disponibles sur
Genbank et ensuite, de les adapter comme marqueurs neutres polymorphes pour I'étude de la
diversité génétique des Acacia tortilis subsp raddiana du Maroc. Les résultats attendus
permettront d'avoir une premiere connaissance sur la structuration génétique des peuplements

d'Acacias sahariens, afin d'envisager une stratégie de gestion de cette ressource génétique.

. Synthése bibliographique

1.1, Les marqueurs moléculaires

Les marqueurs moléculaires constituent une nouvelle génération de marqueurs génétiques
qui ont été fournis par l'utilisation de 'ADN (Ziegenhagen et al., 2005). Un marqueur génétique
par définition, implique les principes de I'évolution : un trait variable ou un phénotype est défini
comme marqueur génétique lorsque la relation entre le phénotype et le génotype sous-jacent est
clairement déterminée par l'analyse de descendance (Gillet 1999). Les marqueurs moléculaires
quant a eux permettent d'observer, de facon plus ou moins fine, le polymorphisme de séquence
de I'ADN de sites ou de locus répartis sur le génome. Ce polymorphisme est détecté soit
directement sur des séquences codantes ou non codantes de la molécule d'ADN, d'ou le nom de
marqueurs moléculaire, ou indirectement sur les séquences de certaines protéines qui révelent le
polymorphisme des séquences d'ADN, a partir desquelles elles sont traduites, dans ce cas on
parle des marqueurs biochimiques (Tanksley 1983). Ils constituent un outil puissant pour étudier
la structuration de la variabilité génétique au sein d'une espéce et retracer son histoire évolutive.
On admet en général qu'ils révelent un polymorphisme neutre non soumis a la sélection (Rand
1996).

1.2. Techniques de détection du polymorphisme des séquences

1.2.1. Marqueurs biochimiques
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1.2.1.1. Allozymes

L'étude de la diversité génétique dans les populations végétales a été grandement facilitée
par le développement de marqueurs a base de protéines comme les allozymes (Loveless et al.,
1984 ; Hamrick et al., 1990 ; Chung et al., 2012 ; Flight et al., 2012 ; Glasenapp et al., 2012 ;
Zhou et al., 2012) qui ont été largement utilisées pour caractériser les patrons de variation
génétique au sein et entre les populations, et d'examiner les processus de dispersion et les modes
de reproduction qui influencent les niveaux de la différenciation génétique, ainsi, ils demeurent
I'outil le plus approprié pour répondre aux questions de la biologie des populations végétales
(Cruzan 1998). Ces marqueurs ont été appliqués sur les espéces d'Acacia d’Afrique et
d’Australie, et ils ont fourni des données utiles pour la sélection végétale et I’établissement des
programmes de conservation (Playford et al., 1993 ; Mandal et al., 1994 ; Mandal et al., 1995 ;
M. McGranahanl et al., 1997 ; Dangasuk et al., 2000 ; Ng et al., 2009). Il a été mis en évidence
chez Acacia tortilis subsp raddiana 13 locus et 40 alleles, soit en moyenne 2,5 alleles par locus
polymorphe (Olng'otie 1991), la diversité génétique attendue était de 1’ordre de 0,49, alors que
le coefficient de différenciation génétique entre populations n’est que de 0,025 (Cardoso 1995 ).
Cardoso (1995) a mis en évidence 6 locus et 20 alleles, soit 2,4 alléles par locus polymorphe
chez la méme sous-espece raddiana. Cette diversité élevée est attribuée a I'hérédité
tétrasomique. La variabilité génétique d'A. tortilis dépasse celle de I'ensemble des espéces
africaines, qui sont en moyenne nettement plus variable que les espéces australiennes, avec un
taux de polymorphisme de 79 % contre 47 % et une diversité génétique plus du double. La
structuration de la variabilité mesurée par le Gst varie de 2,5 % (Cardoso 1995 ) a 11 % pour
raddiana (Olng'otie 1991).

Cependant, le développement des marqueurs moléculaire a base d'/ADN (Karp et al., 1996
: Jones et al., 1997 ; Khandka et al., 1997) a révolutionné ce domaine au cours des dernieres
années, car il présente un polymorphisme de haut niveau, de plus ils ne sont pas sensibles au

phenomene de la sélection (Jenczewski et al., 1999).

1.2.2. Marqueurs moléculaires a base d'ADN
1.2.2.1. Marqgueurs RAPD (Random Amplified Polymorphism
DNA)
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Les marqueurs RAPD (Williams et al., 1990 ; Hadrys et al., 1992) sont représentés sur le
génome en nombre illimité, généralement trés polymorphe, dont la plupart d'entre eux sont
considérés comme non codants et révélés en masse (dominants). lls impliquent l'utilisation d'une
seule «amorce arbitraire décamere » dans une réaction PCR. Le résultat consiste en une
amplification de plusieurs fragments distincts. Chaque produit est dérivé d'une région du
génome qui contient deux segments courts avec une orientation inversée sur les deux brins
opposés, qui sont complémentaires de I'amorce. Les produits d'amplification sont séparés sur des
gels d'agarose, en présence de bromure d'éthidium et visualisé sous une lumiére ultraviolette
(Williams et al. 1990 ; Karp et al. 1996). Il est largement reconnu que, pour obtenir des profils
reproductibles sur les gels, il est absolument essentiel de maintenir des conditions de réaction
homogénes. De nombreuses études ont rapporté les effets distincts de la modification des
différents paramétres de PCR telle que: le ratio de la matrice d'ADN et l'amorce, la
concentration de la Taq polymérase et de MgCl, sur les bandes obtenues (Devos et al., 1992 ;
Pammi et al., 1994). De ce fait, cette technique a été largement critiquée du point de vue
reproductibilité entre laboratoires, qui reste faible par rapport aux autres techniques moléculaires
(Karp et al. 1996 ; Jones et al. 1997). Toutefois, les données de I'analyse RAPD ont indiqué que
leur diversité est généralement supérieure a la diversité des allozymes chez les especes

végétales.

Chez Acacia tortilis subsp raddiana cette technique a été appliquée pour étudier la
structure génétique de populations isolées dans la région de Nejev en exploitant 18 amorces
(Shrestha et al., 2002). Ces derniers ont révélé 290 marqueurs dont 90,69 % présente un
polymorphisme. Certaines populations ont présenté des alleles qui lui sont spécifiques soit un
pourcentage de 14,89 % des alléles totaux. De ce fait, la variation inter-population était trés
importante de 1’ordre de 59,4 %.

1.2.2.2. Polymorphisme de la longueur des fragments amplifiés

Les marqueurs AFLP rentrent dans la catégorie des marqueurs anonymes tels que les
RAPD, ils produisent des marqueurs dialléliques avec un allele dominant. lls permettent de
concevoir des marqueurs génétiques sans développement antérieur. Ils consistent a la recherche

de bandes polymorphes entre les individus dans un profil multi bandes. Ces marqueurs sont le
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résultat d'une digestion enzymatique de I'ensemble de I'ADN génomique, puis amplification
PCR sélective des fragments de restriction (Vos et al., 1995). 1l est bien adapté a la réalisation
de cartes génétiques des espéces non encore cartographiées, en raison du gain de temps et
d'argent qu'apporte leur utilisation en comparaison avec les marqueurs microsatellites non
encore développés et I'étude de la diversité génétique (Powell et al., 1996b ; Angiolillo et al.,
1999 ; Pometti et al., 2012) . Il a été adapte pour les especes avec de grandes tailles de 'ADN
génomique (Han et al., 1999), et ou polyploide (McNeil et al., 2011). Pour augmenter sa réussite
en termes d’élaboration de cartes génétiques chez les especes polyploides, la technique a été
améliorée en combinant les microsatellites et les AFLP M-AFLP (Albertini et al., 2003).

A titre d'exemple pour son application sur les Acacia, on note les travaux de structuration
de la variation génétique chez Acacia auriculiformis (Zhang et al.,, 2001), l'analyse
phylogénétique d'Acacia sénégal (Sirelkhatem et al., 2009) et I'évaluation de la diversité
génétique des habitats nouvellement restaurés (Krauss et al., 2006 ; Ottewell et al., 2011).

Cependant la dominance des marqueurs AFLP et RAPD, font d'eux des marqueurs moins
informatifs sur : la structure génétique des populations surtout de sa composition hétérozygote,

et la recherche des variantes fonctionnelles des genes pertinents.
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1.2.2.3. Les microsatellites (SSR)
1.2.2.3.1. Caractéristiques des SSR

Les microsatellites ou SSR (Simple Sequence Repeat) sont constitués de répétitions en
tandem de motifs mono, di, tri ou tétra-nucléotidiques. Les plus courantes sont (A)n, (AT)n,
(GA)N, (GT)n, (TAT)n, (GATA)N, (Santoni et al. 2000). QOutre leur distribution sur I'ensemble
du génome, lintérét en génétique des microsatellites réside dans leur polymorphisme
extrémement élevé sous forme de nombre des unités de répétition qui constituent la séquence
microsatellite. Les crossing-over asymétriques peuvent étre une des origines de ce fort
polymorphisme des microsatellites, mais ils sont trés peu présents dans les séquences codantes
(Kijas et al., 1994).

Les régions flanquantes de microsatellite, sont conservées ce qui permet de les amplifier
par PCR (Weising et al., 1995) a l'aide de deux amorces specifiques (sens et anti-sens) (Akkaya
et al., 1992). lIs constituent une autre génération des marqueurs moléculaires, connus pour leur
taux de mutations élevé, ceci est vérifié sur les différences de taille entre deux alléles pour un
individu donné (Powell et al., 1996a). La diversité de la taille résulte d'une différence de nombre
de répétition du motif SSR (Akkaya et al. 1992). L'unicité et la valeur des microsatellites
résultent de leur polyallélisme (Tautz 1989 ; Akkaya et al. 1992), codominance (Morgante et al.,
1993), facilité de détection par PCR, abondance relative, large répartition dans I’ensemble du
génome (Powell et al. 1996a ; Powell et al. 1996b). Leur révolution dans le régne végétal a

débuté avec la découverte de leur polymorphisme chez le Soja (Akkaya et al. 1992).

1.2.2.3.2. Faisabilité d'application des SSR sur le régne

végétal

A lissu d'une enquéte réalisée sur les séquences d'’ADN des plantes supérieures, il a été
découvert que les séquences microsatellites sont présents, frequents et largement distribués chez
34 especes, avec une fréquence d'un motif tous les 50 kb, et une abondance importante du motif
(AT)n (Morgante et al. 1993). L'exploitation du polymorphisme par les marqueurs
microsatellites nécessite la détection de leurs sites sur le génome, et le développement d'amorces
spécifique (Brown et al., 1996). Depuis leur découverte, ils ont constitué un moyen de choix des

généticiens pour la conception des cartes génétiques (Hearne et al., 1992 ; Dib et al., 1996 ;
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Cheng et al., 2009 ; Jaari et al., 2009) et pour I’¢tude de la structure génétique des populations
(Aldrich et al., 1998 ; Dayanandan et al., 1999 ; Collevatti et al., 2001 ; Lemes et al., 2003 ;
Gutierrez et al., 2005 ; Barkley et al., 2006 ; Ma et al., 2009 ; Sharma et al., 2009 ; Tanaka et
al., 2012 ; Wang et al., 2012). IIs ont permis aussi I’é¢tude des flux du pollen et des génes, en
retracant les trajectoires des pollens fécondatrices et les origines parentales, et de juger la
nécessité d'établissement des programmes de protection et de conservation des espéces (Di
Vecchi-Staraz et al., 2009 ; Kamm et al., 2009 ; Salvini et al., 2009 ; Slavov et al., 2009 ;
Ashley 2010).

1.2.2.3.3. Apercu sur des microsatellites isolés chez les

Acacia

Chez les Acacia, un ensemble de microsatellites ont été developpés pour mieux
comprendre la structure génétique des especes de ce taxon (Tableau 20). Le développement de
33 marqueurs microsatellites pour Acacia mangium a fourni des marqueurs hautement
informatifs pour la cartographie génétique de cette espéce. La grande variabilité de ces
marqueurs par rapport aux RFLP et aux allozymes a augmenté le pouvoir de distinction
génétique entre les individus étudiés. Par conséquent, ils pourraient étre exploités pour estimer
la contamination pollinique dans les semences, les taux de consanguinité et le succés de la
pollinisation en masse, afin de déterminer le régime approprié d'accouplement dans les vergers a
graines, et a identifier les parents males élites basées sur la performance de la progéniture
(Butcher et al., 2000). Cing locus microsatellites sont aussi développés pour Acacia nilotica ssp.
indica (Benth.) Brenan. Ces microsatellites ont été obtenus gréace a la construction d'une banque
enrichie, leur utilisation permettra de déterminer l'origine génétique et I'étendue de la diversité
génétique (Wardill et al., 2004). Une autre étude a rapporté I'isolement de 15 microsatellites
chez I'nybride Acacia (Acacia mangium x Acacia auriculiformis). Cing de ces locus ont
démontré une hérédité mendélienne dans la population en ségrégation F1, quatre ont montré un
ratio non conforme et les six autres n‘ont pas ségregé dans les descendances, car ils étaient

homozygotes chez les deux parents (Ng et al., 2005).
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Tableau 20. Revue sur les microsatellites développés sur Acacia MDv : méthode de développement ; SSR : microsatellites ; EHW : équilibre de Hardy-Weinberg

; DEHW : déviation de I'équilibre de Hardy-Weinberg ; BGE : banques génomiques enrichies en microsatellites

Auteurs Espéce MDv Nb de SSR Transférabilité Autres caractéeres
e 11 SSR amplifie I'ADN de
Acacia mangium Willd. Pal_'grchidendr_on pruinosum_, ArchidendAron
(Butcher et al. (Section  Juliflorae  within  the BGE 23 Iuc1|_ et Archldendr'on ramiflorum (méme o 11 avec EHW
2000) sub Phvllodi section que A. mangium) e Motif abondant (AC)n
genus Phyllodineae) . e e
. Pas d'amplifications des autres
especes de sous genre Acacia
%{)a‘{;j'” et al Acacia nilotica ssp. indica BGE 5 e Présence d'allele nul
e 5SSRavec EHW
Acacia hybrid ( Acacia mangium x e A mangium e 4 SSR avec DEHW
(Ng et al. 2005) Acacia auriculiformis ) BGE 5 e A auriculiformis. e 6 SSR non ségrégé, ils étaient
homozygotes chez les parents
. o 5 présentent des alleles nuls
g(itggcg:)\malz et Acacia brevispica BGE 24 l;H_'l:l/\(;mbre non définit sont en
(Ruiz-Guajardo et - : . e 3 SSRen DEHW
al., 2007) Acacia (Senegalia) mellifera BGE 11 e Présence dalléles nuls
e 9 SSR sont hautement
(Fredua- polymorphes
Agyeman et al., Acacia koa BGE 31 e 3 SSR observé présentant des
2008) alleles uniques pour certaines
populations
. . . . e 2 SSR de ceux développés
%gg)a roet al Acacia saligna subsp. saligna BGE 9 ;mpﬁfiesrilf' A%emeé(-)/g?:n;ﬁ; A mangium produisent_ des locus interprétés
comme unique.
e Acacia laeta,
e Hybride A. senegal x Acacia laeta A.
gggséc))umane etal. Acacia Sénégal BGE 11 senegal var Iei_o_rhachis
Peuvent étre utilisés sur les espéces de sous
genre Aculeiferum .
e 10 SSR avec DEHW
e 2 SSR avec déséquilibre de
(Millar 2009) Acacia woodmaniorum BGE 28 liaison
e 10 SSR présentent des alléles
nuls
(Nevill et al ) _ e 8 sont polymorphes  sur  A. e 4 SSR n'amplifient pas
2010) " Acacia karina BGE 15 Jibberdingensis e 2 SSRavec DEHW
e 3 polymorphe sur A. stanleyi e 9 SSR polymorphes avec EHW
gaelpiz;ls et al, é:ecnﬁla harpophylla F. Muell. Ex BGE-NSG 96 « 9SSR polymophe avec EHW
Somme des SSR 11 espéces 278 21 avec transférabilité limitée (7,53 %) 48 SSR avec EHW (17,26 %)
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Dans le méme sens 24 microsatellites ont été développés sur Acacia brevispica (Otero-
Arnaiz et al., 2005), certains d'entre eux ont présenté des alleles nuls. Les systemes
d'accouplement, les modeéles de flux de genes et de médiation du pollen, et les niveaux de
contamination génétique ont été étudiés dans un peuplement planté par Acacia saligna
subsp. Saligna grace a une analyse de paternité a l'aide de marqueurs microsatellites
(Millar et al., 2008). Les résultats ont démontré des niveaux elevés d'allofécondation. Les
distances moyennes de dispersion du pollen étaient de 37 m avec la majorité des
descendances engendrées par les arbres paternels appartiennent tous a un rayon de 50 m
de I'arbre-mere. La contamination génétique par le fond naturel de la population d’Acacia
saligna subsp. lindleyi a été détectée dans 14 % de la descendance d’Acacia saligna
subsp. Saligna. Des événements de pollinisation inter-sous-espéces ont eu lieu sur une
plage de distances de 5 a 1566 m avec une distance de dispersion moyenne de pollen de
666 m, ceci en raison de la proximité de sources de pollen provenant de la population
naturelle de subsp. Lindleyi (Millar et al. 2008). En 2009, la base de données des Acacia
s’est enrichie avec 11 marqueurs microsatellites préalablement développés sur Acacia
sénégal (Assoumane et al., 2009) dans le but de différencier Acacia Sénégal d’Acacia
dudgeoni (Assoumane et al., 2012), deux especes étroitement apparentées d'Acacia
Sénégal (L.) Willd, partagent plusieurs caractéres botaniques, de sorte qu’en se basant sur

les traits morphologiques, il n’y a pas une discontinuité claire.
a. Conditions d'utilisation des microsatellites

L'utilisation des microsatellites exige une connaissance préalable du génome pour
leur développement, ce qui rend leur utilisation couteuse et laborieuse. Le taux élevé de
mutation peut également constituer un obstacle pour leur utilisation, ainsi il faut maitriser
1) ’analyse des gels, 2) I’observation ou absence des all¢les nuls, 3) I’homéoplasie et 4)
I’utilisation d'amorces hétérologues au cours de l'amplification des espéces en
croisement. Au cours de la réalisation d'un gel, une échelle allélique connue doit étre
utilisée pour que les comparaisons transversales des profils puissent étre faites avec
exactitude lors de 1’analyse. Un autre probléme est parfois rencontré est la production des

bandes échos «stutter bands», qui peuvent masquer ou réduire le nombre des
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hétérozygotes. Typigquement, une vraie bande (allele), son contraste sera plus foncé par

rapport a une bande écho.

L 'utilisation des amorces microsatellites des espéces en croisement devrait étre faite
avec prudence. La probabilité dalleles nuls (la non-amplification d'un ou plusieurs
alleles) doit étre soigneusement analysée (Callen et al., 1993 ; Pemberton et al., 1995),
car une simple mutation dans la région flanquante des microsatellites (lieu d'hybridation
des amorces spécifiques), peut inhiber ou complétement empécher son hybridation, ce

qui en résulte une réduction ou absence du produit PCR.

Le développement des microsatellites, c'est-a-dire la définition des amorces
bordantes spécifiques, est un travail assez lourd, requérant une grande technicité et un
colt élevé. Il consiste en premier temps a un enrichissement d'une banque génomique en
motifs répétés chez I'espéce a étudier, suivie par le clonage et le séquencage de hombreux
fragments, la conception des amorces sens et anti-sens spécifiques des régions
flanquantes du site SSR, et enfin la mise au point des conditions d'amplification par PCR.
D'autres méthodes ont été utilisées pour minimiser les colts dépensés pour cette
technique reposent sur l'utilisation des SSR préalablement développés chez des espéces
phylogénétiqguement proches, et la recherche des motifs microsatellites répétés dans les

bases de données publiques telles que GenBank.

b. Analyse des microsatellites développés chez les

Acaciae

La liste des €tudes utilisant les microsatellites chez les espéces d’Acaciae est ci-
devant citée au tableau 20. Il s'agit de 11 études réalisées sur 12 espéces qui ont donné
naissances a 278 SSR genomiques, un nombre qui reste trés faible pour construire une
carte génétique avec des microsatellites. Onze de ces études ont fait appel a la méthode
de banques génomiques enrichies en microsatellites, dont 10 se basent sur la technique de
séquencage de Sanger et une seule a utilisé la technique de nouvelle génération de
séquencage (NGS). De plus, la plupart de ces études présentent des alleles nuls, une
déviation de I'équilibre de Hardy-Weinberg, et un déséquilibre de liaison et seulement 48

SSR sont polymorphes, et ils ségréegent avec des ratios équilibrés (EHW) ce qui
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représente 17,26 % de la totalité des SSR développés. Ceci peut étre expliqué par la
complexité du génome des Acaciae avec des cas de polyploidie, mode de reproduction, et
type de pollinisateurs. Dans les cas ou les produits PCR sont multi alléliques, on peut
supposer que les amorces ont pu s'hybrider a plusieurs endroits du génome, multi locus.
Le tableau 20 nous permet de conclure aussi que la majorité des microsatellites
développés ne sont pas ou difficilement transférables, nous avons noté 7,53 % des SSR
avec possibilité d'amplifier 'ADN des autres espéces, mais qui reste dans le méme sous
genre ou section. Ceci peut étre expliqué par la complexité de l'origine des Acaciae avec
leur phylogénie qui reste toujours mal connue, et par suite les especes supposées
phylogénétiquement proches peuvent appartenir a des groupes différents. Dans ce cas, on
est ouvert a I'nypothése que les séquences flanquantes des SSR et qui correspondent aux
sites d'hybridation des amorces développées aient subi des mutations par délétions ou

addition de certaines bases, et par suite une divergence entre especes.

i. Transfert entre espéces phylogénétiquement
proches

C'est une technique qui se base sur I'application des microsatellites développés sur
d’autres espéces, mais qui restent proches phylogénétiqguement de I'espéce a étudier. Dans
ce cas, on minimise le colt de construction d’une banque génomique spécifique ou on
n’aura pas besoin de disposer de données de séquences. Cette stratégie a été employée
pour I'étude de la diversité génétique chez Acacia saligna subsp. Saligna en appliquant
des microsatellites développés sur Acacia mangium (Millar et al. 2008), de méme les
microsatellites isolés d’Acacia Sénégal ont prouvé leur amplification de 'ADN d’autres
espéces tel qu’Acacia latta, et I’hybride issu d’A. Sénégal x Acacia latta A. Sénégal var
leiorhachis appartenant au méme sous-genre Aculeiferum (Assoumane et al. 2009). Par
ailleurs, cette stratégie reste restreinte, car le passage a des especes d’autre genre de
méme famille montre toujours un succes réduit ou parfois nul dans l'acquisition
d'amplification (Butcher et al. 2000) des microsatellites et de leur polymorphisme. Il est
important de mentionner que l'absence de produits ne signifie absolument pas I'absence
de site microsatellites, il se peut que ce dernier existe, mais ce sont ses régions

flanquantes qui ont subi des modifications aboutissant a la non-hybridation des amorces.
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ii. Construction de banques génomiques enrichies

en microsatellites

Le développement de banque génomique enrichie en microsatellites pour I'espéce
étudiée reste I'approche la plus crédible en termes de nombre de locus informatifs
specifiques isolés, malgré son colt élevé et I'instrumentation qu'il demande. Il consiste au
développement d'une banque enrichie en motifs répétés choisis par le développeur. Cette
méthode a été adoptée pour la majorité des SSR isolés des Acaciae (Butcher et al. 2000 ;
Wardill et al. 2004 ; Otero-Arnaiz et al. 2005 ; Ruiz-Guajardo et al. 2007 ; Fredua-
Agyeman et al. 2008 ; Millar et al. 2008 ; Assoumane et al. 2009 ; Millar 2009 ; Nevill et
al. 2010).

La premiére étape concerne I'extraction d’ADN génomique de l'espece étudiée en
une grande quantité avec une bonne qualité. En effet, c'est une étape cruciale, car, de la
qualité de 'ADN génomique de départ, dépendent toutes les étapes postérieures. On peut
utiliser I'ADN extrait sur un mélange de feuilles de plusieurs individus, ceci afin de

discerner un large éventail des variations des motifs de microsatellites.

La deuxieme étape se focalise sur I'enrichissement d'une banque génomique en
motifs répétés. Plusieurs techniques ont été inventées, dont le principe de base (Fig.33)
est que : 'ADN génomique est digéré par une enzyme de restriction et ligaturer a un
adaptateur, amplifié par PCR, puis dénaturé. Ces fragments simples brins sont ensuite
hybridés a des oligonucléotides formés de motifs de microsatellites, a titre d'exemple des
(TG)12, (AG)12, (ACTC)s (généralement liés a une membrane ou a une colonne). Suite a
un lavage les fragments d'ADN qui ne renferment pas de motif SSR ne s'’hybridant pas, et
par suite ils sont élimines avec la solution de lavage. Les fragments élus supposés
contenir des microsatellites sont ensuite insérés dans des vecteurs de clonage qui servent
de véhicules pour une transformation bactérienne qui permettra une duplication des
fragments insérés. Les colonies positives sont sélectionnées a la base de la coloration
bleue/blanche. Une deuxiéme hybridation est faite avec des sondes d'oligonucléotides de

motifs répétés pour construire des banques séparées de di- tri -et tétranucléotides.
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L'étape suivante est le sequencage des inserts apres leurs amplifications par PCR et
sélection des fragments supérieure a 400 Pb préalablement testés sur gel d'agarose
(Fig.34). Une fois les séquences sont obtenues, elles sont soumises & une analyse bio-
informatique pour dessiner des amorces PCR oligonucléotidiques.

iii. Recherche des microsatellites dans les banques
d'EST publiées

Vu les contraintes techniques et matérielles pour le développement des
microsatellites, leur utilisation est souvent restée limitée a des applications sur les
cultures a grande importance commercial (Selkoe et al., 2006). Mais, avec le progres des
études génomiques, une nouvelle source alternative de I'isolement des microsatellites a
été utilisée. C'est l'identification de microsatellites & partir des Etiquettes de Séquence

exprimées (EST) (Expressed Sequence Tagged).

La base de données EST créée a l'aide du séquencage a haut débit du transcriptome,
a offert la possibilité de détecter des répétitions microsatellites dans les ARNm et leurs
transcrits (Aguilar-Espinoza et al., 2012). Les marqueurs SSR transcriptomiques ont des
avantages intrinséques de tous les microsatellites genomiques, car ils fournissent une
méthode économique pour étudier un large éventail d'espéces en raison de leur potentiel
de transférabilité inter spécifique et la disponibilité au public des bases de données EST.
Cependant, ces microsatellites sont évidemment limités a des espéces pour lesquelles ce
type de base de données existe (Scott et al., 2000).

A ce jour, cette approche est largement optée pour plusieurs espéces Meretrix
meretrix, Laminaria digitata dont les SSR développés ont été transférables a une autre
espece non congénére Saccharina japonica, Radis (Raphanus sativus L.), I'arbre de
Pivoine, Mesodesma donacium, variété de Maniocs, les Eucalyptus, Gerbera (Gerbera
hybrida), Castanopsis sieboldii var. sieboldii, I'arachide (Arachis hypogaea L.), et hévéa
(Hevea brasiliensis) (Feng et al., 2009 ; Liang et al., 2009 ; Ueno et al., 2009 ; Gong et
al., 2010 ; Faria et al., 2011 ; Sraphet et al., 2011 ; Aguilar-Espinoza et al. 2012 ; Guo et
al., 2012 ; Jiang et al., 2012 ; Liu et al., 2012 ; Lu et al., 2012), la liste reste trés longue.
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Une multitude de programmes ont été développés pour la détection des répétitions
microsatellites a partir des bases de données informatisées, et d'autres spécialisées pour la
conception des amorces spécifiques pour ces locus. Un ensemble de ces outils sont
disponibles sur le site :

http://qcbs.ca/wiki/bioinformatic_tools_to_detect_microsatellites_loci_from_geno

mic_data

Dans notre étude, nous avons adopté la stratégie des EST (Expressed Sequence
Tagged) ; c'est-a-dire les étiquettes des séquences exprimées a partir des données
disponibles sur deux espéces d'Acaciae : I’hybride A. mangium x A. Auriculiformis (Yong
et al., 2011) et celle A. mangium (Suzuki et al., 2011).

Cette partie a été réalisée a I’Institut de Recherche en Biologie Végétal et Centre de

Biodiversité a Montréal.
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ADN génomique
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Fig.33. Schéma simplifié du protocole de construction de banque génomique
enrichie en SSR
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Fig.34. Séquencage et conception des amorces des régions flanquantes des SSR
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1. Matériel et méthodes
11.1. Extraction d’ADN

L’extraction d’ADN est réalisée sur des feuilles seches conservées au congeélateur -80
°C, selon le protocole adapté aux especes riches en polysaccharides avec des modifications
(Ky et al., 2000). Les provenances étudiées sont : Tissint, Guelmim, N’Koub, Agdz, Assa et
Foum Zguid

Etape 1. Isolement des noyaux

30 mg de feuilles seches ont été broyés a I’aide d’un broyeur automatique (Tissulyser)
pendant 30 avec deux répétitions. La poudre obtenue est traitée par I’ajout de 3 ml de
tampon d’extraction a pH=9 (15 mM Tris, 2 mM EDTA, 80 mM KCI, 20 mM NaCl, 2 % f -
mercaptoéthanol, 2 % PVPP, 0.5 % Triton-X100). Ce dernier a été préchauffé au bain marie
pendant 1h a 65°C. Le broyat homogénéisé pendant 2h, est centrifugé a 3000 g pendant 20
min. Le culot est récupéré dans 2 ml de tampon de lyse a pH=8 (0.1 M Tris, 0.02 M EDTA,
NaCl 1,25 M, MATAB 4 %). Les tubes sont ensuite stockés a -20° C.

Etape 2. Extraction d’ADN

Lors de I’extraction d’ADN proprement dite, les tubes sont incubés a 65 °C pendant 4
heures, puis centrifugés a 3000 g pendant 10 min. Le surnageant (2 ml) récupéré est lavé avec
le méme volume de Phénol : Chloroforme : Alcool Isoamyl (25:24:1), ensuite centrifugé a
3000 g pendant 10 min a 4 °C. Cette étape est répétée jusqu’a obtention d’un surnageant de
couleur claire témoignant d’un lavage satisfaisant. Pour précipiter I’ADN, 1/3 du volume
d’acétate de sodium 3M (pH 5,2), et 2/3 du volume d’isopropanol froid sont ajoutés au
surnageant qui sera incubé une nuit a -20 °C. Le lendemain les tubes sont centrifugés a 10000
g pendant 10 min. Aprés récupération, le culot lavé avec 400 pl d’éthanol (70°) est séché

pendant 1h a I’air libre. Enfin, il est suspendu dans 60 pl a 100 pl de tampon tris.

I1.2.  Optimisation des conditions de la PCR

L’optimisation des réactions PCR est réalisée dans des thermocycleurs Eppendorf
Mastercycler avec gradient de température, dont les produits sont migrés sur le gel KBplus et lus
sous Séquenceur LiCor 4300. Le systeme LI-COR détecte I’ADN en utilisant I'infrarouge (IR) de

fluorescence. L’analyse du gel est faite par le logiciel SagaGT.

Deux marqueurs de taille sont utilisés 700 pb-350 pb IRDye700nm et IRDye800.
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Le mix préparé pour la réalisation des réactions en chaine par polymérase (PCR) est
commun a I’ensemble des amorces. Le volume final utilisé est de 10 pL, contenant le tampon
PCR 1X (Crimson taq) avec 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM de dNTP, 0,08 uM d’amorce sens
allongé (M13), 0,1 uM d’amorce anti-sens, 0,1 uM d’amorce M13 marqué par Fluorescence
soit 700 nm ou 800 nm (F-M13), 20 ng d’ADN et 1 U d’ADN Polymérase (Crimson Taq),
diméthylsulfoxyde noté aussi DMSO 0,3 %, albumine de sérum bovin ou (ASB) 3 %.

La réaction d’amplification a été réalisée dans le thermocycleur Mastercycler® pro. Les
conditions d’amplification appliquées sont les suivantes : 5 min de dénaturation initiale a 94
°C puis de 25 a 30 cycles selon I’amorce, avec 30 s de dénaturation a 94 °C, 40 s
d’hybridation a la température optimale pour chaque paire d’amorces et 40 s d’¢longation a
72 °C, enfin 10 min de synthése finale a 72 °C. Pour chacune des PCR, nous avons fait migrer
un témoin négatif contenant I’ensemble des composants de la réaction sans I’ADN matrice

dans le but d’évaluer s’il n’y a pas eu de contamination.

La taille des alléles (bandes) est lue aprés migration sur un gel KBplus placé dans le
séquenceur LiCor 4300. Dans la mesure de rapidité, les produits de PCR de deux individus
ont été groupés dans un méme tube, pour 1’'un des deux, son amorce est marquée avec IRDye
700 nm, et I’autre marquée a IRDye 800 nm utilisés au cours de la PCR. Cette technique nous
a permis de migrer les produits des deux amorces au moment d’un méme tour d’analyse. Les

alleles des deux amorces sont distingués par le fluorochrome qu’elle porte.

Un volume de 9 pl de solution stop (95 % formamide, 10 mM NaOH, 0.05 %
Bromophenol blue) est ajouté a 1ul de chacun des deux produits de PCR. L’ensemble est
dénaturé pendant 5 min a 95 °C, pour éviter la renaturation des deux brins d’ADN ils sont
rapidement placés sur glace (4 °C). Ensuite, nous déposons 0,5 pl de chaque échantillon dans
le séquenceur, tous les cing échantillons nous déposons le marqueur de taille soit de700 pb-
IRDye 700 nm et IRDye 800nm dans le cas des alleles de grande taille, ou de 350 pb- IRDye
700 nm et IRDye 800 nm pour les alléles de petite taille marquée a la fois par 700 nm et 800
nm puisqu’on procede a la lecture de deux amorces a la fois. Les parametres d’analyse sur le
LiCor-4300 sont appropriés aux instructions du constructeur. La lecture des profils de
migration consiste premiérement a une calibration du gel par vérification du bon emplacement
du marqueur de taille qui constitue une référence pour I’estimation de la taille des all¢les. Le

logiciel crée des pics a la position d’un alléle, cependant une évaluation visuelle de ces profils
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reste nécessaire pour s’assurer que les pics retenus par le logiciel correspondent réellement a

un alléle.

11.3. Décomposition de la diversité génétique chez Acacia tortilis subsp

raddiana

La méthode la plus classique de caractérisation de populations est celle des indices de
fixation (F) proposée par Wright (1943). F représente la probabilité que deux genes soient
similaires dans une population, sachant qu’ils dérivent d’un méme ancétre commun. Dans le
cas d’une population divisée en sous-populations Wright définit trois coefficients F qui sont

reliés par la formule suivante :
(1—-Fr) =1 —-Fs)(1—Fr) D’ou Fsr = Fip — Fis/1— Fig

Ainsi, Fir et Fis représentent successivement les corrélations entre deux gametes qui
s’unissent pour produire les individus de la population totale (Fr) et la sous-population (Fs),
tandis que Fst correspond a la corrélation entre deux gametes tirés aléatoirement dans chaque

sous-population.

Nei (1973) a proposé une démarche voisine de F-statistique qui s’applique aux locus
multi-alléliques (Prat et al., 2006). Cette approche consiste a définir la probabilité d’identité
de deux alléles pour un locus multi-allélique dans une population par J = Y pi?, c’est le taux
d’homozygotie. Le paramétre de diversité génétique représenté par le taux d’hétérozygotie

attendue sous 1’hypothese de panmixie est défini par :

H=1—Zpi2

Ainsi, Nei détermine la notion de diversité génétique et prouve que la diversité totale
H; se décompose en une diversité intra-sous-population Hg et une diversité entre sous-

population Dgy avec :
HT == HS + DST
Les hétérozygoties Hy et Hg sont calculées sous 1’hypotheése de 1’équilibre de Hardy-

Weinberg et dépendent strictement des fréquences alléliques observées. Nei définit des
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indices F équivalents a ceux de Wright a partir des moyennes d’hétérozygoties calculées sur

plusieurs locus et d’une hétérozygotic moyenne totale observée H, , comme sulit :

Fir =1—-Hy/Hr ; F;s=1—Hy/Hs ; FsrouGsr = 1 — Hg/Hy

Ces parameétres sont denommeés les statistiques G (G-statistics), par analogie aux statistiques
F.

I1.4.  Analyse de variance moléculaire

L’analyse de la variance moléculaire (AMOVA) (Excoffier et al., 1992) étudie la structure
génétique en évaluant les variances a I’intérieur et entre populations. Elle a été développée pour des
plans d'échantillonnage hiérarchisé. L’information sur la divergence de 'ADN d’haplotype est
incorporée dans une analyse de variance, dérivée d'une matrice de distance génétique entre toutes
les paires d'haplotypes. L’analyse produit des estimations des composantes de la variance et des
analogues de la statistique F, ce qui reflete la corrélation de la diversité haplotype a différents
niveaux de subdivision hiérarchique. L'importance des composantes de la variance est testée en
utilisant une approche permutations, ce qui élimine I'nypothése de normalité qui est classique pour

I'analyse de la variance, mais inapproprié pour les données moléculaires.

Dans notre étude les fréquences alléliques, hétérozygotie observée, test de Hardy-
Weinberg ainsi que les parametres génétiques tel que le nombre d’alleles, indice de fixation
intra provenance (Gis), et inter provenance (Ggr) sont réalisées avec le logiciel GenoDive
(Meirmans et al., 2004) : Le test Mantel qui porte sur la corrélation linéaire entre la matrice de
distance géographique et la matrice de distance génétique(Mantel et al., 1970), est realisé
avec le programme R package polysat (Clark et al., 2011). Il est communément utilisé pour
évaluer la corrélation entre les distances génétiques et les positions géographiques d’especes

ou de population étudiées

11.5. Développement des EST-SSR

Pour le développement des SSR sur la base de données des EST disponibles sur des
Acaciae, nous avons fait appel a I'application SSRprimer I, disponible sur le site du centre
Australien de la génomique fonctionnelle des plantes (Australian Centre for Plant Functional

Genomics. Le programme SSRprimer a été developpé par (Robinson et al., 2004), il est écrit
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en Perl, et integre deux applications : SPUTNIK (Abajian 1994) et primer 3 (Rozen et al.,
1999).

11.5.1. Le programme SPUTNIK

Les séquences d'entrées qui sont sous format FASTA sont subdivisées en groupes del0.
Chaque groupe est analysé initialement par SPUTNIK qui permet un criblage des sites
microsatellites. Il s'agit d'un programme en langage C (Abajian 1994), qui recherche dans les
fichiers des séquences d'ADN au format FASTA des motifs répétés de nucléotides de
longueur comprise entre 2 et 5 pb. Il en résulte leur position dans la séquence, la longueur, et
un score déterminé par la longueur de la répétition et le nombre d’erreurs. Les Insertions et les
suppressions ainsi que d'autres aberrations sont tolérées, mais ils affectent le score global. Il
ne s'agit pas d'une recherche dans une «bibliothéque» de microsatellites connus, mais d'une
analyse des nucléotides des séquences d'entrée. La sortie qui est la somme des séquences
filtrées par SPUTNIK contenant des motifs répétés est cheminée pour étre analysees par le

second programme Primer3.
11.5.2. Programme Primer 3

Primer 3 est un programme informatique qui suggeére des amorces de PCR pour une
variété d'applications, par exemple pour créer des STS (Sequence Tagged Sites) pour la
cartographie d'hybrides ou pour amplifier des séquences pour la découverte de
polymorphisme de nucléotide unique SNP. Primer 3 permet aussi de sélectionner des amorces
simples pour les réactions de séquencage et peut concevoir des oligonucléotides et des sondes
d'hybridation. Pour ce faire, Primer 3 prend en considération de nombreux facteurs: la
température d'hybridation Ta, la longueur d'oligonucléotide, la contenance en GC, la stabilité
en extrémité 3', estimation de la structure secondaire, la probabilité d'hybridation ou
d'amplification des séquences indésirables, la probabilité de formation de diméres d'amorce
entre deux copies de la méme amorce, et I'exactitude de la séquence source. Dans la
conception d'une paire d'amorce, Primer 3 examine la taille du produit et la température
d'hybridation, la probabilité de formation de diméres d'amorce entre les séquences des paires
d'amorces, la différence entre la température d'hybridation des amorces, et I'emplacement

relatif des amorces par rapport a des régions particulieres d'intérét ou a éviter.
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Les résultats de Spoutnik et Primer 3 sont combinés et ajouteés a un fichier de résultats.
Cet outil a été utilisé pour la découverte de SSR au sein de la base complete de données
GenBank (Jewell et al., 2006), et de concevoir des amorces d'amplification par PCR pour plus
de 13 millions de SSR. Le serveur de I'arbre taxonomique des SSR (SSR arbre taxonomique)
fournit une recherche sur le Web et en naviguant dans des espéces et des taxons, on peut

visualiser et télécharger ces amorces.

I1.6. Caractéristiques de conception des amorces par Primer3 dans

SSRprimer

Les options de Primer 3 sont par défaut, mais des modifications sont apportées pour
augmenter la spécificité des amorces (Robinson et al. 2004). Une paire d'amorces est congue a
au moins une distance de 10 pb de part et d'autre du site SSR identifié. La taille optimale pour
les amorces est 21 bases avec un maximum de 23 bases. La température d'hybridation (Ta) est
55 °C, avec un minimum de 50 °C et un maximum de 70 °C, la contenance en GC est 50 %,
avec un minimum de 30 % et un maximum de 70 %. Bien que ces options et autres puissent
étre modifiés, les auteurs suggerent le maintien de ces criteres pour garantir une amplification
robuste de PCR.

11.7.  Identité des génes des EST-SSR sélectionnés

Les séquences EST-SSR identifiées par PrimerSSR sont assemblées a l'aide de
I'application novo assemblé du logiciel Geneious (Kearse et al., 2012). Ceci nous a permis de
classer nos EST-SSR en un ensemble de Contig (les séquences homologues) et de patron
unique (Singleton = séquence unique). Nous avons également procédé a l'identification du
pourcentage d'homologie et de la fonction putative des génes en comparant nos EST-SSR
contre la base de données des protéines BLASTx (non redondante) du Centre National
d'Information de la Biotechnologie NCBI a l'aide du logiciel Blast2GO (Conesa et al., 2005)
disponible gratuitement sur le site http://www.blast2go.de.

l. Résultats et discussion

1.1. Conception des amorces

La disponibilité d'un nombre limité d'EST pour des especes d’Acacia (et aucune base de
données pour Acacia tortilis) permet d'envisager la difficulté de détecter des motifs répétés

dans ces séquences afin de développer des marqueurs microsatellites plus conservés et donc
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plus facilement transférables entre espéces. L’application SSRprimer II a permis de faire la
détection des SSR a partir des deux lots de séquences codantes issues de I'assemblage de 9110
EST développés sur Acacia mangium, et 2459 sur I’hybride Acacia auriculiformis x Acacia

mangium. Au total, 63 séquences contenant des motifs de répétition ont été déterminées.

L’assemblage des ESTs avec Genieous a produit 33 séquences uniques, et 30 séquences
regroupees en 13 contigs. Les motifs tri-nucléotides et di-nucléotides étaient les plus
abondants avec successivement 20 % et 19 %, suivie par les tétranucléotides 13 % et un
pourcentage de 11 % pour les pentanucléotides (fig.35 et 36).
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Fig.36. Répartition de I'ensemble des motifs détectés par L’application SSRprimer IT
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Les types de motif, les plus abondants sont les AC avec 11,86 % et AT avec 6,78 %.
En effet, une modification du nombre de répétitions pour des motifs di-, a été détectée ce qui
peut décaler le cadre de lecture et crée un changement dans la fonction de la protéine.

Les marqueurs moléculaires basés sur les EST sont beaucoup plus intéressants que les
marqueurs microsatellites génomiques pour 1’obtention de locus orthologues transférables
entre les especes. Cependant, la mise en évidence du polymorphisme reste faible (Pinto et al.,
2004).

1.2. Analyse des données Microsatellites

Chez les diploides, les microsatellites sont des marqueurs co-dominants avec locus
unique, caractérisés par la présence d’un ou deux alléles par locus par individu (Esselink et
al., 2004), dont les homozygotes sont représentés par une seule bande, et les hétérozygotes
sont représentés par deux bandes (Akkaya et al. 1992). Cependant, chez les polyploides
I’analyse des bandes SSR est beaucoup plus complexe (Pfeiffer et al., 2011) a cause de

I’hérédité polysomique.

La détection a la fois des loci et des alleles multiples par individu rend difficile
I’interprétation des profils. Sous I’hypothése d’un octaploide, le génome est quatre fois celui
d’un diploide, malgré le nombre pair des chromosomes, ceci ne leur garantit pas une
ségrégation normale pendant la méiose (Griffiths et al., 2002). Un croisement entre deux
individus qui portent chacun 8 alléles différents engendrera 786 génotypes, les combinaisons
ainsi probables pour les alleles sont tres élevés. La probabilité d’apparition d’un phénotype
homozygote est de 1 : 63. Pour cette raison, les profils des microsatellites sont parfois traités
comme des marqueurs dominants (Andrew et al., 2003 ; Esselink et al. 2004 ; Andreakis et
al., 2009 ; Pfeiffer et al. 2011).

1.3. Diversité et différenciation génétique des populations

d’Acacia tortilis subsp raddiana

Estimé a partir de 1’indice de diversité de Nei, la diversité totale est de Hy= 0,446 (45
%), la diversité moyenne intra-provenance est de Hs=0,432 (43,2 %) et la diversité inter-
provenance est de 3 % (Gst= 0,03). Ainsi, quatorze parts de la diversité totale se situent au
niveau intra-provenance. Ces résultats sont en accord avec ceux traitant la diversité genétique

par des iso-enzymes chez la méme espéece (Grouzis et al., 2003b) H=0,492 et Gs1=0,03 a
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0,11, Olng’Otie (Olng'otie 1991) H=0,49 et Cardosso (Cardoso 1995 ) H=0,42. Cette diversité
est attribuée a 1’hérédité polysomique (tétra et ou octa). Par comparaison, les différentes
especes d’acacia présente en moyenne une diversité importante de 1’ordre de H=0,44 pour
Acacia tortilis subsp tortilis, H= 0,464 pour Acacia tortilis subsp spirocarpa, et H=0,316 pour

Acacia tortilis subsp heteracantha (Grouzis et al. 2003b).

Les valeurs de log-vraisemblance de G-statistique montrent des différences non
significatives (tableau 21), ce qui refléte I’homogénéisation des fréquences alléliques au

niveau des populations. Cela peut étre expliqué soit par :

i) La faible capacité discriminante des marqueurs microsatellites
développés sur les EST pour différencier les populations.

i) Les populations choisies pour notre étude constituent dans un passé
proche un seul ensemble, qui a cause des changements climatiques, effet
anthropozoique été fragmenté et qui n’a pas eu le temps nécessaire a évoluer et se
diversifier en développant des fréquences alléliques spécifiques ou des alléles

caractéristiques.

Par ailleurs le mode de dissémination des gousses principalement par les vents et de
reproduction anémophile dans un espace ouvert et continu ne peut que favoriser un tel
brassage génique et homogénéiser la répartition du flux allélique. Le résultat est similaire a
celui publié par Borgel et al (Grouzis et al. 2003a), qui ont rapporté un Gst comprit entre 0,03

et 0,11 avec une variabilité génétique importante H =0,42 a 0,49.

Tableau 21. Les valeurs de log-vraisemblance G-statistique pour toutes les paires de
provenances

Gst et P-valeur Tissint Guelmim  Assa Agdz N'Koub  Foum Zguid
Tissint 0.301 0.110 0.037 0.012 0.058
Guelmim 40.843 0.638 0.083 0.146 0.124

Assa 58.244 19.113 0.453 0.392 0.459

Agdz 70.262 38.717 23.654 0.455 0.537
N'Koub 84.293 37.732 28.089 27.215 0.101

Foum Zguid 69.561 41.664 23.341 21.071 44.818
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1.4. Distribution géographique de la structure genétique

L’application du test de Mantel a montré 1’absence d’une corrélation entre la distance
génétique calculée sur la base des fréquences alléliques et la distance géographique avec r = -
0,06 (p-value = 0,556). Ce qui traduit une continuité de la structure génétique d’Acacia tortilis

subsp raddiana sur le gradient de notre étude et son indépendance de sa répartition spatiale.
1.5. Distribution hiérarchique de la variation genétique

L’analyse moléculaire de I’analyse de variance AMOVA (tableau 22) est réalisée avec
logiciel GenoDive, sous le modele d’allele infini (IAM). Dans ce modéle a nombre infini
d’alléles, chaque nouvelle mutation donne naissance a un nouvel état allélique. Ce modéle ne tient
donc pas compte des homoplasies et des mutations réverses. Il suppose également que chaque
nouvelle mutation est indépendante des autres et qu’une mutation n’en favorise pas une autre
(Nikolic 2009). Nous avons trouvé que 96 % de la variation découle du facteur individu
(P<0,001), 4 % de variation inter-provenances pour lesquelles la différence est non
significative avec P = 0,131, ce qui confirme les résultats de Gst préalablement calculés. Ce
constat, converge dans le méme sens des résultats obtenus par 1I’approche morpho-métrique.

L’analyse de la distribution hiérarchique de la variation moléculaire releve une
importance relative des composantes arbres, un patron qui reste similaire a celui des analyses
de la diversité génétique sur la méme espéce par des iso-enzymes , et loin de celui résultant
des marqueurs RAPD dans la région de Negev qui a détecté 59,43 % et 40,57 % de variation

successivement entre et a I’intérieur des populations (Shrestha et al. 2002).

Tableau 22. Analyse de variance moléculaire

SSD Degré de liberté  variation P-valeur
Intra-provenance 798,45 54 96 % < 0,001
Inter-provenance 105,092 5 0,40 % 0,131

1.6. Variation intra-provenance

L’amplification par PCR des 4 paires d’amorces microsatellites chez les six
provenances d’Acacia tortilis subsp raddiana a produit un total de 12 bandes de taille

differentes. Les tailles de ces bandes varient de 138 pb a 356 pb.
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Le nombre observé d’alleles est de 9, 11, 12, 11, 10 et 11 respectivement chez Tissint,

Guelmim, Assa, Agdz, N’Koub et Foum Zguid

L’allele GR3097-370 présente une fréquence allélique tres faible de I’ordre de 0,002. 11
est présent uniquement chez la provenance de N'Koub. Tandis que I’allele GR3081-222
présente des fréquences importantes allant de 0,875 chez N'Koub a 0,988 chez Tissint. 1l est

présent chez toutes les provenances tableau 23.

La diversité allélique exprimée par les deux parametres, le nombre efficace d’alleles
(Ne) et la richesse allélique (A), (Ne = 2,14 ; A =2,02) sont proches entre les six provenances
(Tableau 24 et 25). Cependant, nous avons noté une légéere différence pour la provenance de
Guelmim qui présente une diversité allélique plus faible (Ne=1,71 ; A=1,66) par rapport a
Tissint (Ne=2,14 ; A=2,02), N’Koub (Ne=2 ; A=1,79) et Foum Zguid (Ne=1,93 ; A=1,75).
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Tableau 23. Fréquences alléliques par locus et par provenance

Locus GR2038 Locus AH Locus GR3097 Locus GR3081

332 344 350 356 138 148 152 344 350 356 362 366 370 222 227
Tissint 0 0,5 0,2 0,3 0463 0412 0,125 0575 025 0,5 0025 O 0 0,988 0,013
Guelmim 0,075 0,688 0,025 0,212 0675 02 0,125 0,7 0,188 0,062 0,05 0 0 0,95 0,05
Assa 015 0537 01 0,212 0,7 0188 0,113 0,75 0,087 0,05 0,05 0062 0 0,9 0,1
Agdz 0375 0312 01 0,212 0,613 0,287 01 0,762 0,087 0,062 0,087 0 0 0,938 0,062
N'Koub 0,225 0,388 0 0,388 0,55 0,35 0,1 0,787 0,075 0,025 0,075 0,025 0,013 0,875 0,125
F. Zguid 0,25 0537 0,113 0,1 0,537 0,338 0,125 0,775 0,013 021 0,087 0,025 O 0,975 0,025
Total 0,179 0,494 0,09 0,237 0,59 0,296 0,115 0,725 0,117 0,075 0,062 0,019 0,002 0,938 0,062

134



Tableau 24. Description de la diversité génétique au sein des provenances étudiées (Ne=
nombre efficace d’alléle, A= richesse allélique, Hs=hétérozygotie intra-provenance)

Ne

Loci GR2038 AH GR3097 GR3081 Ne Total A s

Tissint 2,63 2,50 2,40 1,02 2,14 2,02 0.463
Guelmim 1,91 1,96 1,88 1,10 1,71 1,66 0.387
Assa 2,73 1,86 1,73 1,22 1,88 1,67 0.430
Agdz 3,41 2,14 1,67 1,13 2,09 1,76 0.444
N'Koub 2,84 2,30 1,58 1,28 2,00 1,79 0.456
Foum Zguid 2,68 2,39 1,62 1,05 1,93 1,75 0.414

Tableau 25. Tableau récapitulatif des parametres génétiques calculés chez Acacia tortilis

subsp raddiana

(Ho : hétérozygotie observée, Hs: Hétérozygotie Intra-provenances, Ne T : nombre d’alléle efficace,

A :richesse allélique)

Ho Hs Ne T A
Tissint 0,22 0,46 2,14 2,02
Guelmim 0,31 0,39 1,71 1,66
Assa 0,34 0,43 1,88 1,67
Agdz 0,32 0,44 2,09 1,76
N'Koub 0,31 0,46 2,00 1,79
Foum Zguid 0,29 0,41 1,93 1,75

Hétérozygotie totale Hy

0,446

Différenciation génétique Gst

0,03

L’exploitation du polymorphisme des quatre paires d’amorces microsatellites révélée au

niveau des six provenances (60 arbres) étudi¢es permet d’identifier 50 haplotypes (génotype

multilocus au total (Tableau 26). Les haplotypes se distinguent entre eux par une a deux

mutations. Nous avons pu identifier 42 génotypes uniques, et 8 génotypes partagés par la

proportion de 2, 2, 2, 2, 2, 2, 3, et 3. Ces résultats montrent le pouvoir discriminant des

marqueurs SSR, bien que le nombre d’amorces soit limité a quatre. Ce résultat encourage a

bien investir dans cette voie.

135



Tableau 26. Code barre des 50 haplotypes identifiés dans ’ordre des alléles GR2038.332-GR2038.344-GR2038.350-GR2038.356-AH.138-AH.148-AH.152-
GR3097.344-GR3097.350-GR3097.356-GR3097.362-GR3097.366-GR3097.370-GR3081.222-GR3081.227

Echantillon Haplotype Echantillon Haplotype Echantillon Haplotype
Assa9 010101110110010 Tissint4 010101100100010 Agdz4 101111110110011
Foum Zguidl 010101110110010 Tissint5 011101111100010 Agdz6 000111111110010
Agdz3 010111110110011 Tissint6 000110110100010 Agdz7 110111111010010
N'Koub7 010111110110011 Tissint7 011111110100010 Agdz8 010111110100011
N'Koub5 110111111000011 Tissint8 001111111000010 Agdz9 110111011000010
N'Koub10 110111111000011 Tissint10 001111111000011 Agdz10 110101011010011
Guelmim8 110111111000010 Guelmim2 000101111010010 N'Koubl 000111111010011
Agdz5 110111111000010 Guelmimb 010111101100011 N'Koub?2 010101111010011
Guelmim6 011111111100011 Guelmim7 010111111100011 N'Koub3 000101110110011
Guelmim10 011111111100011 Guelmim9 010111111000010 N'Koub4 010101110011011
Guelmim4 010111110110010 Assal 010110110101010 N'Koub6 110111011000011
Foum Zguid3 010111110110010 Assa2 010111111010011 N'Koub8 010111011010011
Foum Zguid8 010111110110010 Assa3 000111111000011 N'Koub9 000111110001111
Tissint9 010101111010010 Assa4 010111011001011 Foum Zguid?2 011111111010011
Agdz2 010101111010010 Assad 010111110011011 Foum Zguid4 011111110110010
Tissintl 010111111010010 Assab 110111111010011 Foum Zguid5 010101110100010
Guelmiml 010111111010010 Assa7 110111111001011 Foum Zguid6 001110110110011
Guelmim3 010111111010010 Assa8 011111111101011 Foum Zguid7 110111110100010
Tissint2 000111101100010 Assal0 001111111100011 Foum Zguid9 110001110011010
Tissint3 010101101000010 Agdzl 001111111110011 Foum Zguid10 110011110101010
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Les résulta de 1’analyse en composante factorielle (AFC), nous a permis de détecter une
continuité avec homogénéité des six provenances. L’inertie absorbée successivement par le
F1 et F2 est de I’ordre de 56% et 44% (Fig. 37).
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Figure 37. projection des arbres étudiés sur le plan factoriel (1x2).

Malgré 1’échantillonnage limité en 60 individus, nous avons remarqué que ce dernier inclut un
nombre d’haplotypes intéressants, ce qui renseigne sur I’importance du niveau de la diversité
génétique au sein des provenances d’Acacia tortilis subsp raddiana bien qu’elle soit sujette &

une exploitation irrationnelle.
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Figure 38. Classification des échantillons arbres d'Acacia tortilis subsp raddiana selon les facteurs 1 et 2 identifié par AFC.
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Tableau 27. Composition en individus des deux classes identifiées par classification
hiérarchique.

Arbres Classes

Agdz10; Agdz2; Agdz5; Agdz7; Agdz9; Assa2; Assa3; Assad;
Assab5; Assa6; Assa7; F. Zguid2; Guelmiml; Guelmim2;
Guelmim3; Guelmim5; Guelmim8; Guelmim9; N'Koubl; | Classe 1
N'Koubl10; N'Koub2; N'Koub4; N'Koub5; N'Koub6; N'Koub8;
Tissintl ; Tissint10 ; Tissint3 ; Tissint8 ; Tissint9

Agdzl; Agdz3; Agdz4; Agdz6; Agdz8; Assal; AssalO; Assa8;
Assa9 ; F. Zguidl ; F. Zguid10 ; F. Zguid3 ; F. Zguid4 ; F. Zguid5 ; F.
Zguidé ; F. Zguid7 ; F. Zguid8 ; F. Zguid9 ; Guelmim10 ; Guelmim4 ; | Classe 2
Guelmim6 ; Guelmim7; N'Koub3; N'Koub7; N'Koub9; Tissint2 ;
Tissint4 ; Tissint5 ; Tissint6 ; Tissint7

Globalement, nos résultats montrent que la mise au point de microsatellites a partir
de séquences codantes d’Acacia mangium et Acacia auriculiformis pour les appliquer sur
Acacia tortilis subsp raddiana s’est avérée délicate, ceci peut s’expliquer par leur
éloignement phylogénique (Bouchenak-Khelladi et al. 2010) et le faible pouvoir des
marqueurs SSR-EST pour discriminer les populations proches en leur structure

génétique.
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Conclusion

L’¢tude réalisée dans ce chapitre constitue une étape préliminaire pour 1’évaluation
de la structure génétique d’Acacia tortilis subsp raddiana dans sa principale aire de

répartition au Maroc, en utilisant pour la premiere fois les marqueurs microsatellites.

Le développement des microsatellites par le programme SSRprimer nous a permis
de détecter 63 séquences contenant des motifs de répétition SSR a partir des deux lots de
séquences codantes issues de I'assemblage de 9110 EST développés sur Acacia mangium,
et 2459 sur I’hybride Acacia auriculiformis x Acacia mangium. Les motifs tri-nucléotides
et di-nucléotides étaient les plus abondants avec successivement 20 % et 19 %, suivie par
les tétranucléotides 13 % et un pourcentage de 11 % pour les pentanucléotides. Aprés une
sélection basée sur les paires d’amorces qui ont des températures d’hybridations proches,
et une contenance en GC supérieures a 50 % on a retenu onze paires d’amorces dont

trois se sont révélés polymorphes et reproductibles :

Le Test Mantel a dévoilé une corrélation de 1’ordre de r = -0,06 (p-value = 0,556)
qui exprime une continuité de la structure génétique d’Acacia tortilis subsp raddiana sur

le gradient de notre étude et son indépendance de sa répartition spatiale.

La différenciation inter-provenance est tres faible (Gsr=0,03), ce qui suppose

I’homogénéité des structures génétiques et leur distribution aléatoire.

Les 15 alleles identifiés par les quatre paires d’amorces microsatellites ont permis
d’identifier 50 haplotypes qui se different entre eux aux moins par une mutation. Cela
corrobore avec les résultats d’AMOVA qui a détecté 96 % de la variation au sein des

provenances.
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Conclusion générale

Le résultat de la premiére étude montre que la levée de la dormance tégumentaire
pour Acacia tortilis subsp raddiana nécessite un trempage des graines dans 1’acide
sulfurique concentré pendant une heure. La scarification mécanique avec le papier-verre a
donné également des résultats satisfaisants et reste comparable avec le traitement a
I’acide. Par contre, le prétraitement a I'eau bouillante n’est pas suffisamment rentable.
Une différence trés hautement significative a été démontrée par 1’analyse de variance
pour le facteur provenance et traitement. Les meilleures moyennes de germination ont été
notées pour la provenance de Msied, Foum Zguid et Mcissi avec successivement 97 %,
92 % et 99 %, pour le traitement Acide sulfurique et 99 %, 95 % et 84 % pour le
traitement papier verre. Nous avons conclu, également que les provenances qui donnent
des taux et des pourcentages de germination importants peuvent ne pas maintenir une
cinétique de croissance la meilleure, exemple la provenance de Msied qui a donné un
pourcentage de germination important de 1’ordre de 97 % pour le traitement chimique, 99
% pour le traitement mécanique, mais une croissance faible représentée par les plus
faibles cumule de feuilles, de nceuds et des épines. Pa contre, on trouve que la provenance
de Guelmim qui a présenté des taux de germination faibles a développé la meilleure
biomasse par rapport a Msied, et Tazarine. La provenance de Mcissi a gardé le méme
comportement avec la meilleure capacité de germination et de croissance. De ce fait, on
peut bien qualifier la provenance Mcissi comme étant la meilleure, suivie par Foum

Zguid pour les programmes de sélection afin de boiser les espaces dégradés.

L'analyse des caractéres morpho métriques dans leurs différentes formes longueur
de la gousse (LP) (cm) ; largeur de la gousse (WB) (mm) ; poids des gousses (WtP) (9) ;
le poids des graines par gousse (WtS/P) (g) ; poids des gousses vides (WtEpP) (g) ;
nombre de graines par gousse (SN / P) ; le nombre de graines infestées par gousse
(INSN/P) ; le poids de 100 graines (100-Wt) (g) et la forme des gousses, a montré que les
criteres purement morphologiques sont insuffisants pour la sélection des arbres d'Acacia
tortilis subsp raddiana. Les différents traits ne sont pas réguliérement en corrélation avec
la qualité des gousses. Les valeurs des coefficients de variation phénotypique importants

par rapport aux coefficients de variation genotypique permettent de conclure que la
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qualité de la gousse est en grande partie en relation avec les conditions

environnementales.

L’¢étude cytogénétique moyennant différentes techniques de coloration avec et sans
fluorescence a montré 1’existence de la polyploidie. Deux classes ont été mises en
évidence : les tétraploides (2n=4x=52) et les octaploide (2n=8x=104). Dans un second
lieu, la technique d’hybridation fluorescente in situ (FISH) avec double étiquetage a été
utilisee pour tester a un niveau ponctuel quelques anomalies intrachromosomiques.
L’hybridation in situ nous a permis de dégager une conclusion sur la perte des rDNA au
niveau de cette espece, qui est un constat i) rare chez les especes autopolyploides
reconnues par leur conservation de genes aprés dédoublement des chromosomes, ii) se
déroule chez les premieres générations allopolyploides pour assurer une stabilité des
amphiploides nouvellement formés.

L’étude de la diversit¢é génétique basée sur les marqueurs moléculaires
microsatellites a permis d’approfondir nos connaissances sur le statut génétique des
populations naturelles de cette espéce du sud marocain. Les analyses moléculaires
réalisées avec des marqueurs génétiques ont permis de caractériser la structure génétique
d’Acacia tortilis subsp raddiana qui démontre une continuité homogeéne de sa diversité le
long du gradient de notre étude avec une différenciation tres faible entre les populations
(Gs71=0,03). Nous avons noté une variation de 1’ordre de 96 % qui est apportée par les
individus (génotypes), et seulement 4 % de contribution des populations dans la variation
totale, cela est illustré par le nombre important d’haplotypes identifiés par les 15 alleles

ressortis des 4 paires d’amorces microsatellites étudiés.

Ces résultats apportent des informations de base qui peuvent étre exploitées dans la
gestion durable de 1’espéce sujette de notre étude. Cependant, il ne présente qu’une
contribution a I’étude de la structure génétique d’Acacia tortilis subsp raddiana au
Maroc, qui nécessite une profonde investigation pour la compléter en développant des
marqueurs microsatellites spécifiques pour cette espece, en testant leur ségrégation
surtout que sa polyploidie est trés élevée pour avoir une idée sur le patron de son

évolution en termes de perte ou stabilité de sa diversité d’une génération a 1’autre.
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Abstract: In this study, variability in eight pod traits of 300 genotypes (mether-tree) of 4. rortiliv ssp. raddiena
[BavipBrenan collecied from scuthern regions of Morocea was aszessed Inthe analysiz of variance, we foand
that Acacia roddiang have significant differences in all trants due to genotype within provenaness, bt only
in pod length, seed weight per pod, seed number per pod, mfected seed mumber per ped and 100-seed weight
due to provenances, In general phenotvpie coetticient of vanation was higher than the genotvpie coefticient
of vanation, mdieating the predommant role of envirenment. High hentabality and genctvpie gam were recarded
for 100-s2ed weight {9275 and 17.20%), empty pod weight (53,68 and 21.18% ] and pod weight (46,43 and
18.13%), respectively, mdicating the additive gene action. Seed weight had pesitive correlation with seed
length, pod weight, seed weight per pod and empty pod weight On the basis of the Principal Component
Amalysiz (PCA) and the heerarchical ¢luster analy=is, respectively, tow clusters were ohtained with lghest
muamber of provenances falling tnder eluster I The first chuster 15 composed of the provenances: Agde, I koub,
Tararinz, Meenssi, Tata and Tissint, the second cluster presented by the provenances: Foum Zgwd, Gluemim,
hisend and Assa. Among the clusters formed cluster 1 presents the best means for the majonty of traits studied

Key words: South of Moroceo, Aeacia raddiana, bometry, morphological diversity, Pods, vanation

INTRODUCTION

Acaciz is the second largest genus in the family
Leguminosae with about 1350 spectes (Maslin, 2003,
Wazlin ef af , 2003), The current classification of Acacia
differentiates three subgenera (Foss, 1975, Maslin ef al,
2003} Acacia, Heterophylmm and Aculeiferum, Acoci
roddiana belongs to the acacia subgenns, The base
chromosome munber in the gems Aeacia is x = 13 with
polyploidy ocouming in several species, (Bukhan, 1997,
Dlakesley er al., 2002; Khatoon and Al 2006). In the
songth of Moroceo whe is the most anid region, larger part
af the ares 13 an absolute dasert with alm st noe vegetation
and one can easily travel for large area without coming
across @ single plant, In contrast to thus harshness, a great
munber of prehistoric agresment remams  provide
evidence for rich environmental resources in the past.
Wany studies of pollen and wood fessils concluded that
the vegetation of the coastal strip should be very close to
the current whils mside grew o steppe of Acacia raddiana
(Barathon and Kiser, 1999, Acacia tortiis (Forssk)

Havan, member of the flora xero-tropscal Africa, was
spread  abundandy in all Afnesn comibnes, eslands
eastward fo the Arabian Peninsula and Southwest Asia
{Al-Mefarre] and Elkhalifa. 2006) during the early and
middle Paleocene which may have coincidad with a
savanna-like environment {Maley, 19800, Based on ourrent
information, we admit that this taxon iz present in the
sgharian and sub saharian African counrries and in the
Iiddle East {Le Floe'h and Grouwzms, 2003, With
deserification amd ecosvstem degradation problems in
mediterrancan regions (Romdhans er ol 2006) Acacia
fartilis (Forsky Hayne ssp. raddiana (Savi) Brenan
{Famly Fabogens; subfamly Mimosoidese)( Brenan, 1957}
remams one of the only wild Adescse, which grow
spentanecsly m arid and Saharan aress which makes it
an important reforestaiion species, It is characterized by
a large ecological plasticity, colomzing regions recelving
between 30 and 1,0 mm of amwal precipitation
{El Ferchichet et al . 2009, It plays an mportant role for
fartility of poer and eroded soils, this 18 provad by studias
on the effect of Acocwa trees on ther physical, chemical,

Correspomiing Auther: Abdzlhamid El Mousadik, Laboratory of Valuation of Bictechnology and Mamal Rasources,
Faculty of Science, B B 8106, Agadic, Moroooo
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and biclogical environments i different ecosystems
{Hagos and Smit, 2005, Aboke ef ol , 2005, Burke, 2U006),
the prsitive influence of Aeack foetilis subsp. raddiana
in terms of eedl enrichment in arid ecosysiems is
contormed especally For 1o sorl orgame matter, total ¥, P
and Cu' (Abdallub el af 20081 Also, the sludy on the
relaticnships  between  the  morpholozical and  the
envirenmental variables of dcacia forfilis, showed that
Ume lasl cnne comtribule Lo (e expression ol morphologieal
variable expressed by the species (Abdelrahman and
Eramwmsks, 2008) The savanna of dcacie raddana 15
under two comstramnts: tree mortality (Ward and Robhmer,
1997, Shrestha of ol 2003) and infestation of seeds, The
degree of seed parasitism varied strongly between trees
and vears | Derbel et o, 2007). In Moroees the specie of
A fortilies sp. tortiliv (Forsk) 13 represemted by
subspecies, [layne, A, rorfilis ssp. raddiona [ Savi)
Brenan (hint and Blerot, 1999), Regeneration of the trees
15 made difficnlt owing to overgrazing, which adds s
limiting effects to those of andity (Rijaber and Ahlafi,
2005) and infestation tate. In thes comext, the preservation
and sustamable management of genetie reaources of this
millennmm species is proved necessary for mamtaining
the bicdiversity of its ecosystem. Morphological variation
i sced and pod traits among the natural populations of
species B seful moselection programmes for genslic
improvement  {Bahadur  and  Hooda, 1995) The
merphological varability sipmifies the adaptation of the
species Lo e ennvitonment ad il may Te genelically
determined or envirormentally induced (Choveu eof af
20060,

Limited work has been done on doocfa raddiona m
south of Morceco, with absolutzly no research on s
genetic vanability basis on morpho-metnic trais, however,
the wvariation, if present, have praetical wnplications
becouse reforestation programs  collect zeed  from
provenances where genobype presents good quabty of
traits, [n the present study, we have evaluated the relative
magnitude of vamation in pod fraits within and among
provenances of A, fertills ssp. raddiana (Savi) Breman in
south of Moroceo and estimate the genetic parameters
under ditforent coclogical sonditions.

MATERIALS AND METHODS

Presentation of plant maleriel amd site of stwdy:
Genotypes samples were collested from ten izclated
natural provenances Agdz, Mkoub, Tazarine, Meoeissi,
Tata, Tissml, Foun Zpowl, Gloemon,  hlsewd wmnl Assa
(Fig. 1), which were chosen to represent a range of
ditterent geographical locations between latitude Z8°02' W

44

Table |: Drescrption of ped collection sies

Provmez  Provenance Altitude fmp  Lofitude Lengiude
Zagarn Agdz {1} Hid4 EURE R FEW
Mol §Z) Sl F0m50 W
Tazariw (3) 110 307411 3 W
Ciourn Zgusd (<} 43 EURIR ] b
Errachadia  Mecissi (3} HI IRk AW
Tata Tiseint (&) @l UL T | TR
Tata(T) 30 291" N TET W
Guelmim  Guelmim (%) 527 285487 N P W
Tan Tan Msied {9 240 QRN 10F50W
Ansa-Fag  Asaa (10 385 2RI o4 W

e 31713 M and longimude between 47987 W te 10730 W in
south of Morogeo (Table 1

Three humdred ees were wentiled based oo e
eight morpho-metrie traits of mature pods collected during
Tme 200, from different sites : pod length (TP (em ), pod
width (WE Y imm ), pod weight OWEF) (g), seed weight per
pod [WEST) (g empty pod weight (WitEpD) (g), seed
number per pod (SM/E), Infectad seed rmumber per pod
(InSMN/P) and |00-seed weight (100-Wt) (g). Bach
provenanes consisied of len genolypes (medber-lree) and
thirty pods per tree with three replications to provida
genatic variation.

Seed iz congidered infected if there iz a visibly open
hole, still elosed, or when it 18 dark (F1g. 25,

Statistics analysis: A gencral lincar model (AMCYVA)
amalysis was used to determine the effect of sife and
genotype on all merpho-meatric traits. Provenance affects
were comsidered Bxed becauss thev were not randomly
chosen. Genotypes (mother-trees ) ware treated as random
atfeats, Factor mother-tree was lerarcluecal to the factor
provemsmes Decause e genolvpes wete Dol Tepesied
between sites. Data were not trangformed, even Litle of
variables had a nonenomal distribution. Analysis of
variance 15 relatively robust against departursz from
nommality, of greater coneorn B heterogenaons vananes
ameng expernental groups (Glass ef of | 19720 All
statisticnl analyses were performed with Statistical V.6,
Bralysis of vamance was camisd oub on data
following hierarchical model (Manson, 19700 (Eq. 1 ¢

Y||1=J'I+P|+Gm]+£|t I-I'

whese, Y, . p, B 3
obgervad value for an individual, the provenance mearn,
the effect of mrovenance, genotype i provenance and
the experimental error. The factors P iprovenanee) and G
{genotype! were detined suceessively fixed and random
efTed

Differences between mean values were comparad
nsing fhe Tuncan multiple rangs test (5% ).

el £, represent, tespeclively e
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Toble 20 Dascriptive satistics of eharacters measursd in 1M genotvpes within 10 provenances of Avoe b oerifs (Torske) Flmaee ssp. radiforn (Savi) Deean
[treai character values, degree of freedom (00, aawdard deviabon (3D, coefficsnts of vamaton (%eh, B (%) witenzity effect and the ssoclaed F o

the significance of the differences]
Pronvetimnoes Genaty peProvenance

Varishles Mean D (B0 O F B D (8T OV % F R
Fodl [ength [ES T 3,54 i i AITEF 404 Wi 3.5 o b AT 75,46
Fod width AT @ 09 1217 L4Tna 434 B 091 1217 [t el D346
Foul welght L1l ° 039 L2 i) L.08* LU 9 030 3470 TN .23
Seed weight'pod 04y @ 018 k| 231 1877 0 018 378 1855+ BL.22
Empty poc weight ngs @ 015 iy 075 T i 0,23 Ly 35 T .89
Sewd nurherpod i I 214 ok o) R . ] B 114 ITHT Bagee TLED
Dnfiected s mmriber pod 371 ° E) BTG Al.agtrr el 9 13 ET. 16 12.45%4% 1309
100-seed weight G4 B 118 1832 (.%0ns 830 al L.1& 185% 35, Dt kil i
wE pificant ot e 0000, ¥*Eignificant at @ — 001 *Bignificart ot o — R0% ne Non-gigaiican
Ualile 3: Mean Performance of 10 provermces of Aegeia feeifis (Forsk. b Hayne sp. poddiony (8avi) Brerim for diffivent trass
WVarishles Az Moy Tagrarine F.2 ouid Beciesi  Tissim Tatn Ciluernim  MMaied A
Fodd length 13.07cd 15800k 13910 11524 12146l 15.08a 1452 118 114914 12424
Fod width R T.35% 1.3%a A | T.GHa T.3Ea 7.53a T.2Ta 13la T.Aa
Pod weight 100k 1.3 120 087 1.13ab 1.Z1a L14ak 1.0k L.0% (REH
Heed weightpad ihdab 11 558 Al 0.87c 0.51a 0,5 mh 4ab .41k 4T 143k
By prod weight 5% (163 DiiBa 0.5 0aks 0.6l ak 0.71a 0.ivha .cva (it fLeida
S mur i enpod T.0ed E4la H.00ak adld 7. Edda Tibabe T.Aabo 7. szl T.32abc
Infected seed mamber/pod 37 01 56 1.11a 4.15be 3.6l 6.607d 5.25¢ 4. 50k 4.0 .7
1tk-geed weiht B4 5. 552 5488 [SE] 6,750 6,270 G it .15 5 76a f.44m
Tale A Spearnm comelstion anomg ddlerent merph-metnes waits of deacia fordlils (Forek. ) Hayne sap. rockliong (8aviy Brevan

LF{cm] WF (mm} WiF (g WEsE (gh WiEpE (@) SNE InSHF
WE (i) [ ek
WP () [t L) 78w
WIEF () [ K 0L3F] e OF5I*
WiERF ig) hGTT 0 5pees IR DE0g¥*
SMF (g L0AD Qe DT (LTI
[EHE [ l1) Rl (L0 [N E Ll 040 2] e [
WL e (3 1T+ 0471 03aEee* 0504 LCH) R 04 ~01150

weimiicant at o = k0L LP: Pod length: WE: Pod width, WEP: Pod weightt WESE: Seeds weight per pod WilpP: Bty pod weight, SHT: Seal
misber per pod, ISP Infected seed nuewber par pod WELDD: I0kzeed wetzht

clossifiention 15 realizad on the number of axes considered
attractive inthe analysis of MCA

RESULTS

Analysis of varianee: For provenance and genatype, the
morphological trants analyzed showed coefficients of
variation [CV) ranging from 87 00% for infectad seed
rumber per pod to 12.18% for pod width { Table 2).

Effect of mdividual genctype within provenance was
significant for all taits (Table 2) o = 00000, but
provenance was significant only for pod length, pod
weight, seed waight/pod, empty pod weight, seed mamber
per pod and intected seed mumber per pod Comparison of
performance means ( Table 31 reveals that the provenances
Tuissint, Tazarane and B Koub showed the lughest values
for genotype traits. Except for infected seed number per
pisk, the Wighes! mean values were naled willim (e
provenance Tissmt (6.67) amd Assa (6700, agamnst
provenances Agdaz, N Koub and Tazaraine which show
lowe means suocessively 0.37, 0056 and 111,

Seed weght had posiive comelation with seed
largth, pod weight, seed weight per pod and empty pod

46

weight. Weight of pods had a posttive and high
correlation with weight of empty pod (r = 0921 At
alditionally, pesitive and significant comelation with
weight of seed per pode was shown r = 0084 and length of
pods =074 (Table 4},

Comparizon of seed mbastation among provenancss
{Table 3, shows that the site of Agdaz, M'Koub and
Tazaraine have the lowest average (0.37, 050 and 1,177,
while the lughly average is noted for the provenanes
Asga 6,70 followed by Tesint 6,67, Infestations arecaused
mamnly by Bruckidms sp. (Fig. 3a) and other insects
{Fig. 3b, e,

Provenances classification: Hierarchical cluster analysis
leads to identify tow major clusters. Thers are six
provenances: Agdz, Mkoub, Tazarine, Meewsi, Tata and
Tissint in the first cluster, Foum Zgusd, Qloemanm, hMsed,
and Assa are in the second cluster

Grenmctic parametors: Genotypic and phenotypic variation,
heritability and genetic gain: Vanances of components
for diverse Iraits are presenled o Table 5 The
magnitude of Phenotyple Coefficient  of Varability
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Fig. 3: {a-c) Insects mfecting the seed of dcacia fortillis subsp. Raddiana

Tanle 5 Fatbnation of memetic variahles for pods irais n e ds gl (Foisk ) Havhe 2

Fexraling {SaN 1 Frenan

Varianee CocfTicient of variance {34
Wariahles Gennivpse Phetotypic Genatypic Plenotypse Lleistabalsty (%o Genolipic advance
Peat length 4,80 1154 1685 1581 41.61 10.74
Pl widlth [ % T 118 1242 Gt a5
Pead weight 007 1 RN M H645 1613
el veelghit e nm nni IL5T 73 R6S6 1372
Empty proel weight 03 008 2891 47 53.68 2L1E
Seerl mwrherpod a7 432 1A I man 0040 247
[ifiected seed musriberpaod 1.58 72 3389 448 2Tald 17.81
1400 oestl Wedghi 1.32 143 17.86 1855 S8 1730

(PO was higher than the comespondmg Genotyple
Croefhicient of Vanalility (GCV) for all chamcters. Tnfected
seed number registered highest GOV (33.89%) and POV
{64, 48 ) folbowed by emply pod weight GOW (28 91% ) and
POV [39.47%) Herilabilily eslimates in broad sense were
higher (92.75%) for 100-seed weight pod width (67.17%)
and ampty pod weight (33,63 %), The genotypic advance
as per cenl of mean was ranged [om 5 47% for seed
riumber per pod to 21.18% for empty pod weight.

DISCUSSLON

To manage genotype and emvironment interactions,
the best genotype was selected for specitic provenance
to meximize deployment gams This would mvolve
wkentifymg differsrt provenances  representing
homogenous  environmertal  zones  within which
selections are deploved and wwed in further breedmg. The
shidy of pod  morpho-meatrics trats of the nabieal
populations is often considered to be useful step in the
atudy of the genetic variababty (Kambalk er o, 2007)
The  proportion of  pod walls s comsiderad as a
potertial  selection  ertterion for  seed (Lagines-
Espinoza et al, 2000).

Variation, provenance performance and classification:
Large sigmficant (¢ = 00001 ) vanation recorded for pod

trait due to genotype within provenances in all fraits was
abserved, with varation sigmificant anly for pod length,
sead weight per pod, seed number per pod and infected
sood mumber per pod among provenanees. s resuli 18
consislenl willy the resulls of dsieyine  dualysis of
Senepalese stand and other African dstributions, whers
Mel's genetic diversity i estimated at He in the range from
0.42 10 049 withva Lew difTerentiation beiween popalatioas
{Borgel er all, 20030 and these of the BAPD markers
executed on populatiens of Acacde raddiona m the
Wagev desert (Shrestha er o, 2002), however, contracdict
El Ferchwhi et al. (2009), which looking an analysis
diversity on four Tumsian populahons  of Acacia
raddiong basis oo there  morphelogical  characters
concluded to igh levels of variation of .icacia reddiana
among provenances for the traits pod width, seed weight
and seed number. According to these data, dcacia
raddiana follow the modal of Jrgania spinosa defined as
generalist species (Fani-Aamenr and Faradons, 2001)
The maimenance of this genmetic diversity iz partly
explamad by the polvplowdy of these specics. Varabon
was greatest for empty pods, weight seed per pod and
mumber of seed infected per pod which could be
mportant entena in sclecting and  classifving  seed
JAriny eI,

Provenances Apdz, M'koub, Tazarine, Meeissi, Tata
and Tissint, present the best means for the majority of
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Fig. 4: Principal component analyss of ten Acocis
raddiena provenances sampled
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Fig. 5 Dendrogram  {(hierarchical chuternnz) of ten
provenances of Acocia raddigna based on
morpho-metrics traits

traits smudied, which is strangthened with the resulfs of
principal component analvsis (Fig. 4) and clearly m the
dendrogram (hierarelmeal elustermg) (Fig. 59 of the ten
provenances. These sites are located in high altinele with
loww ramfall offset by the rivers and high temperatures
during  the summer scasory unbke the provenanoo
F. Zpuul, where smoplmg s done oo bare: soal “Reg™ o
sand, pods was characterized with small and low zeeds
fillng seed weight =0.37 g In Tumisia the best traits were
detenmmed w s populaton charactenized by low ramlall
and high temperatures (Bl Ferchichi af af, 2004},
Vanation of trants i Acacia raddigna pods could be
duz to the fact that the species grow over a wide range of
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ramfall, temperature and soil type. Membrives et al. (2003)
reported that some morphological chamscteristies ovolve
arsccrted with soil textire. Raddad (2007) noticad that in
Budan, Clay plain provenances showed corsiderabla
variation i seed weht and sced mumber of pods of
Aecocin sereyal They bad te smalles) seed wenhl bl
the highesr seed number, while the sand provenances had
the largest seed weight but lowest seed mumber
Comwversely, [Hesenls H]H]IIG(!EII[[
mfestation rate. Seed infestation vaned stronely between
years bor each tree and between trees tor each year, Much
of infestation already occurs on tree (Wiegand of al,
2000, from tha begimning of pods formation (Derbel et al
20071 where a majonty of produced seeds were infestad.
Thus, the seeds have little chance of germinating; this
follows the less of mabural repeneration of deacia
raddiana.

Acecdn raddhiona

Genetie parameters: Genotypao variotion is seful when
selecting penotypes fo mprove parbicilar traits (Okeno,
2002y Large difference between phenotypic  and
genotypie eocthicient of vanation 12 noted 1 all traits
except for pod width and 100-seed weight, revealed the
mfluence of environment. Best values of heritability wera
noted for 10U-aced weight (92.75%) pod width (67.174%),
and emply pod weighl (53.68%) The heaghtl value of
heritability noted for pod width, and weight of empty pod
reflected the predotminance of heritable varation tor ths
lrail. High henilatalily does nol mecessamily mean high
genetic gain The utility of heritability estimates ig,
therefore. mwreased when they are wsed to estmate
genetic advance (Johmson e al, 1955), which mdicates
the degrea of gain in o character obtmned under a
particular selection pressurs,

Low heritability for weight, seed mumber and wnfecred
sead mumber per pod can be explained by the loss of
weight and seed by abortion and hard infestation of sesd
Heritability 13 important in tree breeding as it provides an
mdex of the relative rola of heredity and environment in
the expression  of  varkns  traits (Mamson, 1970
Tolmsom et al. (1955) found that hentability value along
with estimates of genotypie gain were more Beful than
heritahility alone in predicting the effect of selection. High
heritability estimates assoocated with hizh genotypic
conwventional gain were obtmned for the traits: 100-sced
werghl (9275 and 17 20% ), emply pod wenghl (5368 amd
21.18% ) and pod waipht (46,45 and 16.13%).

Genotyme and phenobypie comelation coefficients
{Tabile &) belween lrails revealed a posiive and hogh
comelation with all traits, except for infected sead mumber
Correlation costhicient at phenotypic level was higher
than corelation  coefficients at  genotypic  level for
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Table o Cenotypic (0) and phenetypic (F) correlation of coefficients smnong pod traits of Acocia tortilis (Torsko) Thrvise s=p. eaddiona (Savih Grenan o=0.001

Lmits Iype L {am) W (mam) Wik fab WS (ai WikpH () S InshE
I.F i {7 0 gy e [1X: Pt R b 1 ART= 1 TR [k [ bt
F 0]7g%e= L 0,5pgee D TE=nse DGTGH=R 0.325%= L7 ees
WE inwni i LY L 0525%" Qgogn® nizpnen =0,032 Lagen
F QABEY LU o Odag=ns ngTgsem =0.011 [ S R
WP () 4 T T O fTomne [ 5gn=n (1] 2 (LE5] v
P g7 = [TR=" 0. 3] geo=e (L iRee
WIS (gh i DAL= DA gh=n Ormaess Lpgpees
F Q.597=me ngaTH=r 0] [T A
WILERF 12) LK) n2Egnen OIS *e* (IR hAt
I D55 n=n 0 25 (LT
EMP {7 [N Ikt [N
P Rty L
IngHE i =1 56
P =073

Fefimificant at o= 0001 LF: Pod lengdc WE Pod widdy, WP Pod weigit, WESTE: Seeds weiglt per pod WEEpE: Enpty pod weight SHP: Seel
murnher per pock InSEUE: Infiected seed mamber per pod WELOCE LO0-5eed weight

different trasts under study excluding pod wadth, where
there was a slight increase of genotvpic comelation
coafficients. This clearly reflects penctypic influence for
pod width and envirommental nfluence for all the
remaning traits

CONCLUSION

Fenetic dversity analysis based on morpho-metric
traits of Acacis reddions provenances m dorocco
provides baswe information for tree improvement and
comservation programs. Thos research can help to idenbfy
the better genotypes of deacls raddiona what may be
used for further improvement of Acacia. Present study on
provenances showed that all morpho-metric characters are
mfluenced by enviromment (so1l quality, temperatiure and
annual ramdall] and genetie factors. We have ohserved
significant variations within provenances in all fraits and
only m sy waits among provenance, The hyper-vanability
of molecular markers constitutes great advantages for
these types of studies. Further research ineluding
avallable 1S3 (Inter Simpls Sequence Repeats) and
microsatellites maker wonld hopefilly provide additional
iformation. Possibility of dogcin senegal (L) Willd 35K
(Aszoumane o aof, 20090 tamsferability to dogcia
raddiona constiates a strategic tool for thus spevies for
which 551s have not been developed yet, On the other
Famd, given this pessilility, an additionsl valie well hes
obtaining bacause of the mportance of having common
markers between species to be used as bridge markers in
genctic mapping | Azpilieucta of ol 2004
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ABSTRACT

Acacia raddiana (L) Willd. iz an African leguminous multipurpose tree speeics belonging to
subfarmily Mimcsoideae, subgenus deacte, highly valued for pods, leaves and pum produstion, This
study estimated the genetiz diversity within and among Moroeeans populations of the species in the
Agdz, THoub, Tazarine, Meeissi, Tata, Tissint, Foum Zguid, Gluemim, Msesid snd Assa
provenaiees based oo 8 quantitabive Leails wlich included; Pod Leaglh (LF) (), Pod Width (WE)
(mm), Prod Weight (WEE) {g), Seed Weight per Pod (WES P~ (g, Empty Pod Weight (WEERE) (g3,
Bead Mumber per Pod (53 P79, Infected Sead Number per Pod (10BN 7 and 100-seed weight
(100-Wt) (g} and shapes of pods throughout two seasons. In the both seasons provenances N'Eoub,
Tazarine and Tissint present the best means for the majority of traats studied, indicating
geographical structuring of the genetie vartability but it remained much reduced. Analysis of traits
in various forms has shown thet purely morphological eriteria are inadequate for the seleetion of
the deacta raddiona trees which had a range of quantitative chareeters. The varicus traits are not
regularly correlated with pods guality; they appear strictly in a veriety of combinations and
relations  with environmental conditions. In view of this, any attempt for selection based on
mworphosmeteies Leatls of the polymorphioe speess muosl Cail

Key words: Acacin raddiane, pods, population strocture, morphological vamabibty, shapes of
pods, selection

INTRODUCTION

The genus Acacia (Leguminosae, Mimosoideac) includes over 1350 apecics (MMaslin, 2003). [t
15 distributed in tropical and subtropleal reglons of the Americas, Australia, Afriea and southeorn
Asia {CGuinet and Vassal, 1978; Ross, 1981; Luckow, 2005). The cwrrent classification of Acacia
differentiates three subgenera (Ross, 19789): deacie, Heterophylum and Aewlelferum. Actually, with
Lhe progress of moleculae analysis, the snalyses ol chiloroplast genes have beoo ioformative in
developing a better understanding of phylogenetic relationships of the group. The new data clearly
show that the genus as presently defined (e, Asacie sena. lat ) is not monaphyletie. Porthermors,
five separate monophyletic groups can be recogmsed within Acacia sens. lat. and it is recommended
that these each be recognised as a distinet genus, The five genera (Mashin ef al., 20081, dcacia,
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Senegalin, Racoapermee, deaciella and a genus vet to be namead, comprising specles related to
A, coulters. Following the deeision of the MNomenelature Session of the 17th International
Botanieal Congress (IBC) (Moore et ¢l., 20100 in Vienna deecision the type of deacia changes from
the African/Asian species, nomenclaturally, the most significant changes apply to “Aeacia” that
occur in Africa, Asia and the Americas where less than half will become known as Vachellia
(corresponding Lo Lhe lormes Aeaeio subgenos Aeacin) (Masling 2008) In Moroceo, Uhree  spocios
of deneie sxdst in a wild state: deccio gummifera, Acacio ehirenbergiong and deacte raddione
(Melonald and Masling, 2000). The base chromosome number in the genus Aeacie s x = 13 with
polyploidy ccournng 1n several species, such as Acace nilotica, Acacia seyal and A, tortilis (Forsk.)
Hazne and A. maddiena (San) Brenan (Bennett ef «f, 2000; Bukharn, 1997 Vegetation
dominated by Acacie raddiane was founded in arid and Saharan arsas, It exists in the main
channels of the rivers and 1n rivers torraces with doep sodiments whore the stenes and gravels
covar a considerable part of the ground surface. In this very fragile envirenment, human pressurs,
altering elimatie conditiong and the use of wrong technology have provoked a long and dangerous
process leading to the manifestation of desert biotopes, even in prior non-desert areas. [ncressing
puopulations and soviosconomue chaogess are pesponsible for overuse of tlus  environmenl
(Benmohammadi of af, 20000, the destruction of vegetation has boen encouraged by drought,
eapertally sinee 19600 'he mnst dram atic effect 15 the chsappeasrance of Aeacin meddiona. Corrently,
it only exists as asmall stand seatterad 10 the beds of nivers (Benmohammadt ef ol 2000). The trees
of this species are generally very sparse and overused by local people, who have no other fuslwond
(Ehbaya ef al., 1998; Bomdhane of ol., 230023), When the herbs have disappeared from the arcas,
loeal pecple turn to the foliage of the tress, to make fruits and foliage more aceessible they delimb
trees or even cut the tree down completely, Generally, in the more open conditions creatad, species
have difficulty regenerating bacause goils become drier and more barren and seedling are subjoets
to water stress, which lowers their survival rate, One of the most erucial results of cutting tres,
delurestation is the ineresse of opportunily of erosion and leodslides which reduce soil Tertilily aod
water retention quality (Duponnos and Plenchette, 20063, Combination hetween desertification
and sensystem degradation problems in Mediterranean regions Aeecin fortdlts (Vorsk.) fluevne ssp.
raddiaone (Savi) Brenan (Family Fabaceae, subfamily Nimecsoideae) (Brenan, 1957), remains
one of the only wild Aeacta which grow spontenecusly in arid and Saharan areas which makes it
an important reforestation species. It has highly durable seeds, capable of endure fire and remain
viable during moedium to long-torm storage in the sal, Mamely, troos growing at low donsity in arid
and semi-arid pastorsl ecosysterms have often been found to improve their understory
enviranments, compared to neighboring grasslands, soils under tree crowns (canopies)
(Belsky ef al, 1995), Acacia raddiana it shows remarkable climatic tolerance snd ecologiesl
adaplabilily. 1L s eharacterieed by o large scological plastieity, colomang regions recerying belwesn
G50 and 1,000 mm of annual precipitation (Cuerda ef af |, 2008), Acacta raddiana forms a natural
symhbiosis with rhizelnnm and fix atmespherie mitrogen, 1tas the best in botal N fxved, fizing
1.05 g M plant™ compared to an average of 048 g I5 plant™ for the other dcacie (MNdoye ef al.,
1996), it 15 therefore often survive on land which 1s low in nitrogen and organic mater where other
species fall, these characters allows its to be highly valued for soil fertility and improvernent., Surdlar
to other logumes, Acacia raddiana playvs an significant role for fortility of poor and croded soils, it
form svimbistic associations with soil bareria to fix atmoespherie nibrogen, making them suitable for
poor quality =oils, thiz is proved by studies on the effect of Acacia trees on their physical, ehemiesl
and biclogical environments in different ecosystems (Belsly ef of, 1993, Hagos and Smit, 2005,
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Abule ef al,, 2005; Burkes, 20061, The positive influence of Aeacta tortilis subsp. raddicnae in terms
of soil enrichment in arid ceosvstems 1s conformed cepoaally for to sol orgame matter, totel IV, P
and Ca®™ Additionally, Acacie reddiena provides a staple browse sspacially the leaves and pods
who serve as fead for sheep goats cattle and camels. Forage is accessible during most of the dry
seagon when other gources ave insufficient. Regrettably, populations of Acacia raddiona are under
Lwo eompulsions: Lres mertalily (Ward saod BEoliner, 1997, Shrosthe of al., 20028) and infleslation of
seeds, Rate of infestation of the seeds varies greatly hetween vears and trees (Ernst of al., 1889,
Dlerbel ef cf, 2007). Restoration of stands of Aeacia raddiena 1s macle diffieult due to overgrazing
which adds 1ts restrictive effeets to those of aridity (Byaber and Ahlah, 2005 and infestation
rate, Mot much effect has been made in Moroceo to develop management strategies for plantation
and genetic conzervation of Jdeacia raddiona despite the fact that it is a source of livelihood for
many peopls in arcas whore it grows naturally, & coordinated offort to conscorvo stands of deacie
raddinna would be valuable to restore its ecosystems which would lead to effective utilization of the
resolurees to improve productivity and guality of this tree, This would make a contribution to
sustainable development in the south of moroceo; there is urgent need to conduct genetic diversity
assessmenl of Lhe species Lhroughout s nalural hebilals o the counteoy, The kuowledgs of genetie
diversity is a prevecquisite for development of any strategy for germplasm eollection, management
and conssrvation, domestication and inproverent of the species genetic resonress (Chiven af ol
). Consequently, there s a need for proven ance selection to offer indizpensabls information
on the diversity and hertability of important traats (Dangasuk ef al., 1997} The morphological
variability signifies the adaptation of the species to the environment and it may be genetically
determined or erovironmentally induecd. The objoetive of this study was to evaluate the gonotic
diversity among and within the Moroscan provenances of Aecein reddizng based on morphological
differences in pod traits that are related to the suceess of species establishment end evaluation of
stability of pod forms within provensness.

MATERIALS AND METHODS
A field study was carvied ont dining July 2009 {season 1] and July 2000 (season 2} to study
quantitative variation in ten provenances of 4. raddizna in moroceo.

Provenances sampled: Ten isolated natural provenances: Agdz. INTSoub, Tazarinz, Meeissi, Tata,
Tissint, Foum Zguid, Gluormim, Mseold and Assa wore eolloetod, They wore choson to roprosont a
range of different geographical loeations between latitude 28°02" B to 31713° N and longitude
between 4%48° W to 10750 W in south of Morcees, Thres hundred pods were collected from ten
mother trees that were separated from each other by more than 100 m to minimize the risk of
sampling closely related individoals

L.ocation and climate of site under study: ites under study are situatad 10 one of the drest
river basins of the world (Revenga of al,, 1898), Dvda valley, where water 15 a rare and precious
resoures. The Drda basin can be roughly divided into thres main units, the High Atlas Mountains,
the basin of Ousrzazato and the Anti-Atlas (Do Jong ef el 2008). The Draa rivor basin is
characterized by arid climatie conditions (Hubener ef al,, 2005). [t is dominated by a bimodal
distribution of snpusl precipilalion sod high cainfall vaciahilily ({ose ef ol 2038). Procipitalion
decreases generally froom North fo Soukhs Annnal precipitation north of the Anti-Atlas Mountains
15 around 2S00 mm. South of the Anti-Atlas annual precipitation rates dechine to 100-200 mm
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(Schulz et al, 20081, in provinee of Zagora the average annual roainfall 15 about 80 mm. Rainfall
varics during the year with less rain in the summer months and more rainy deys in the winter
period. Generslly, two precipitation maxima can be distinguished within cne vear, the firet around
Oelober Lo Decernber and the second around Pebruary and Mareh. The Lemperature varistions
are large and the evaprration rates (2000-3000 mm year™ on average) regularly excesd rainfall
rates.

Quantitative trait measurement in the laboratory: Thirty pods were sclectod randomly from
the ane hundred pods collected per tree for measurement of pod length (om) and width (mm),
by use of & wvermer caliper and Gread, Nomber of seeds 0 each pod measured was counbed aod
welghed (gi; also, the weight of empty pod was taken (g). Weight of 300 randomly selecteod seeds
per tree for the ten populations was also determined using a weighing balance to the nearest
0.001 g.

Six hundred trecs were identificd based on the eight morpho-metric traits of mature pods: pod
length (LF) (o), pod width (WE (mum), pod weight (WeE (g), seed weight per pod (WES P4 (@),
aiply J.-ud wE—iHhL I[T\-T\'LE[JP} g, seod number e |.II.H.1 (85 PN, Todeaded seod number e |.'IL'L1
(InSH P~ and 10¥kseed weight (100-3WE) (g). Each provenanece consisted of ten mother-tree and
thirty pods per tree with three replications to provide genetic vanation,

The chaervation of pods allows as detecting a high level of morphological polymorphism within
provenanecs. Charactorstics of Aeecia pods variod considerably, Tt possessed highly enilod pods flat
and an uneciled pod (Lakshmi and Gopakumar, 20003, Ta be sure, a representative sample of ten
pods sach of the six provenaness studisd, Dlustrales Uhe exislenes: of varous shapes of Uhe pods. Tn
this study we did not give importanee to the color of the pod sinee it is generally comparable. In
addition, morphological traats releted to the shape of the pods were chserved, Thus it was
determined by six basic shapes: clongated, spiral, wavy, round, arched (Fig. 1) Traditionally,
production and fruit quality, ineluding its shape, have been widely cxploited as basie eriteria for
selection in some species such as carch, For experts, these trait help to differentiate the wild-tvpe
and Cauroubler Lype cullivar.

Statistical analysis: All statistical analyses were performed with STATISTICA software. Analyses
of variance were carried out on data using the GLM procadurs. The broad sens heritability (h%) was
assignad for the data of each season sccording to Manson (1970 and Jacques ef al. (2004). The
FPhenotypic Coefficient of Variance (FCV%) and genotypic coefficient of variance were computed
aceording to (aye and Becker, 80065; an ef e, 2007} Conventional genotymie gain was estimated
(Manson, 2004; Jacques et al,, 2004),

The portion of variance attributed to cach factor was cstimated from cxpected mean squarcs
in the analysis of variance (Table 1).

Tahle 1! Expootod moan squares foe analyaia of varianes of Aeoon redoiane pod

Eguree of variation Degress of freedom Ilean squares Expected mesn squares
Beason i M5, QT BT ey HEO00 7
Frovensnce o M85, oS0 g+ 3000 af,
Epason * Provenanee o M5, S0ty B0
Tree Provenance a0 MBS a0 ey
Sewon*Tree’ Provenane =] M5, 4 4430 o pen
Epaman®*Tree! Provenoamee® E500 MES, ot

% Error varanee, of . Varlanee of genotype within peovensoee, o8 Varlanes of provenance, of,: Vardanee of season, “Sampled trees
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Fig. 1: Tvpical pod shape of Moroecans deacra raddrana

RESULTS

Deseriptive statisties for © traits in ton deaeia reddiena provenanasos ineluding the minimum,
maximum, mean and their standard deviations for dats sveraged over the two seasons are
summarized in Table 2, In general, all the traits exhibated wide rangs of variation,

Diegeriptive statistics of quantitative varisbles: The mean and coefficient of variation of the
various Lrails chserved o Uhe bwo yesrs of sludy are preseoled 1o Table 2 Lares variadions
appeared for all traits considered, between the provenance and the seasons. Mophological traits
of the pod width and weight of 100 seeds were regularly less varable o suneession they did nok
excesd 12 and 2%, The coefficients of vanation of number of infected seeds were above 7% for
bwo s=asons with valuss of 87,16 and 73.68% sequentially for the first and the second season, while
the width of the pods were lower to 168%. Cther morphological traits of the pod studied showed
intermediate levels of variabilits, between 18 and 27%.

Lewvels of variation are very similar between the two vears, the values of mesns, minimum and
maximun show that the conditions of two vears wers similar, with the exception of the length of

o

179



Int, o Plant Breed, Cenet., 2012

Table & Descriptive statistice of characters measured in 100 genetypes within 10 provenanees of Acecou foriilis (Forek ) Hoyne esp.,
reddltana (Savi] Drenan

Yariables HanEon Maan Min Max,
(a) The values of weans, nuin oo and neasinmmn
Foul Trngih 1 1314 1.46 R
E 1312 360 LT
I'od width 1 740 3.97 1103
2 Taa 3.07 110
Pod woight 1 110 014 07
2 L& 0.5 287
Seed waight pod - 1 44 0.03 129
2 042 003 L1
Rmpty prad weight, 1 CLET 0.0 236
2 UGG 0.06 204
Seed mumber pod 1 .08 LW} L7y
2 T L.0iy L 00
Infzoted scod momber pod—- 1 3.78 01,00} L300
2 356 0.0 L300
1ithgesd warght 1 H.58 318 L1.thk
2 R 340 11,00
Frovenances Censtype/Provensnce
Vardables DMamn o shy CVu o F R fily =i oV F R*
(b Intensity of effects (R2)
Senson 1
Pod length 13.18 5] 364 D588 g.aT 2464 a0 .64 25,88 2 gTeer 1R85
Foi i dth 747 a nasl 127 AT 454 G0 .1 1217 A2 AFME- Q5.5
Fod waight 111 a nag My L0308 a77 a0 0,39 3.7 AT ognew 802
Beed waight Pod™’ 0.47 5] 013 87891 231ms 18.77 ] 018 470 15 ot 818
Empty pod weight 065 =] 0z ez (U Tl . 0.z5 3912 FhTErEE =A==
Eped Mo Pod™- TES 0 214 2787 BO0aFer D85 0 214 787 B EarTt TLED
Tedfeslesid weer] Mo Pamlk—- 3.7 2 323 AT1A  3LEa™=  TA01 a0 3.23 #7.16 1245 3.5
1uikgeed werght 1,44 5] 118 1sdd hins B4 £ L1 18534 HEGBOEYEY 01,0
Senzon 2
Pod length 1312 5] F.44 D681 G48%F 2682 a0 .44 2621 14 OEEEE T4.18
Foid width 733 =] 54 1284 1.1ms a94 a0 .54 1Z84 FR EThe S0
Fod weight 1.08 a a7 2418  Z&Tv"  23Ea a0 037 31.14 16 1gne 776
Seed waight Pod™ 0.42 a OAG @844 ZO4v 22 7E a0 016 o4 13 fugt*r T7.E8T
Empty pod weight 065 =] 0z 31z 3 BTHEE Q4 6R . 0.z5 33.12 1T qgres 7532
Eped Moo Pod™- A 0 2gs 2979 A0FEE SR AN 0 .08 Ly Bkt E7.11
Tl Ll wesend Wo, Pasd— 3,65 a L83 TESE B4R GB0TE 0 .83 s T J8.27
1uik-geed werght Ls] El Lo S0dT dShins dih i) L.d% AT HTH Y Tk

dhe Qleni feant at o = 00001, ** Blgnifieant at o = 0001, * Slpndficant at o = 008 ns Non-slpgndficant

tho pod where the minimum wes 1.36 cm in tho first soason and 5,60 em in tho sceond (T ablo 2a),
This digeard of nearly 50% was not aceompanied by significant differences in other marphological
charsetars studied. This means identifving values, maximum snd minimum between the two vears
could be due to the similarity of the conditions of vainfall in the two years.

The interaction of two years showed the sams trends of variance that every vear presented
independently. We demonstrated by the caleulation of the index of the intensity of effects (B9
i(Table 2b; Fig. 51 that the gencbype had oxereised more than 30% offect cn all of the varianec

6
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Fig. 2ia-i: Percentage of Fod shapes in provenances, (a) Foum Zgwd, (b) Assa, (o) Tiasint, (d)
Meeissi, (e} Mseeid, if) Gluemim

observad in the provenancs, this intensity increasss to over than A0% in its eombination with the
factor of s=ason for most characters studied. The trait number of seeds infected par pod eseapes of

this effect; we observed that the effect of the provenance factor on the variance exeeads 59 and

T
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Fig. 4: Infection rate of seeds between the provenances

50% for the affeer of the season factor. It should be explained by the rate of infestation of the seeds
that varied greatly betwaen genotypes from the same provenance and same genotype batween two
different years (Fig. 4).

Siruciure of the phenotypic varviation: The relative importance of inter-component
provenances, mbter anl ntra-genotype of the |_'_||‘|F'I'Il‘_||'.:\.-']‘l'|1". var ance was thfferent depending on the
trait in question and showed a similar pattern between the two seasons (Fig. 8).

The wvaration of morphological traits (LF, WF, WtF, WtsS P! and WtEpF) was domanated by
components: inter and intra-genotype, the rest of their variation weas represented by the componant
inter-provenanees (except for WP for which the variation betweoen provenances was almest zera),

The varianece in number of infected sead per pods was signed by the inter-provenance and
intra-genotype components. The weight of 100 seeds per pod was the trait most strongly marled
at the level of genctypes,
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Fig. 5(a-b): Distribution of the phenotypic variance within ten provenaness of Adeoeig in (8) season
1 and {b} season 2

The mlrasgenciyps varianes (obesrspod)y was mors inporlanl than the other for mosl Leails
studied exespt for the charactzrs WP, InSN F7' oand weight of 100 seeds. It has even beeome
dominant in season 2 for bhe trat S0 17 with development of its contribotaon for the remaming
traits. This veflacts the impertanes of intra-genobype varancs under the same ennronmental and
microclimatie conditions.

Two groups of traits seem to be distinguishad:

= Those closely related to the genotypes {mother tree} (weight of 100 zeeds, the width of the pod):
they are primarily characteristics of the genotypes themselves

+  Those related to the quality of the ped (pod weight, weight of seeds per pod, empty pod weight
and nuwmber of infected seeds per pod): they were more dependent oo the Tevel of the pod aod
related to the particular conditions of fertilhization and infestation that takes place during the
phenalogy, where hoth phencmena ocore with different probabilities within the same genotype.
This pattern also seems to relate well illustrated for the number of infected seeds per pod as
suggested by the increase 1n intra-genctype varance in seasan 2

It.is therofore not strictly morphe-motrie traits of pods that wore rolatod but rather a rosult of
two independent phencmena acting strongly on the quality of the pod.

Inter-provenance variation: Statistically significant differences existed between the ten
provensnees of Aeeeie reddioena T bolh sessons (Table 2h) Trails LR, SN P~ and In8N P~ wers
showed significant differences inter provenance and stable between the two vears of study: Agds
M'Foub, followsd by Tazarine Meass, Foum Zgoid and 'Tssint with the most highly means for
these traits, exeept Tissint who presented for the two seasons of high infestation rate compared to
other sites,

The characters WLE and WiEpFP have changed the status of non-significant difference in the
scascn 1 with a significant difference in scason 2, the traits WP and weight of 100 sceds kept a
non-significant differencs between the provenanoes ecnsistently for the two vears.

Stability of inter-season traits: pod length, number of seads per pod and seed number of infectod
pods reflects the relationship between the size of the pod and seed production, despite some

9
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fluctuations in production due to infestations but overall it remains stable within the same
provenance, These traite may be chearsetoristics of provenance, but only tests the behavior of
genotypes respond to environmental stresses lead to the conclusion marked,

Variation inter-genotype: The Acacie raddione is specie with an allogamy and entomophily

veproduction reeognized [oe e polyploidy and our measurements have beon perlormed on

noneprotected sites, wild, where the maternal efferts were strong and was contributed toa
significantly inter-genotype varianes, hence its importance in relation to the inter-provensnes
variance. [t depended on: the year, the population and the traits considered.

In general, the intra-genctype vearlability ezceeded the nter-genotype for almost all
provenances, suggesting that heritability of morphological traits of the pod would be less for most
traite involvod oxeopt 100-s00d weight and width of the pod.

For provenance, the variability inter-provenance depended largely on the trait considered, for
some it retaing the same pattern of variation between the two seasong for other provenances it
fluctuates widely, reflecting the contribution of environmental eonditions, climate interacticn with
polyplowdy of Lhe specie,

Howewer, two groups of variahles can be distinguished:

o L WD WES T and Wilipl?, WS and InSN 1P, where the proportion of intersgenotype
variahee varied comsiderably hetween provenanees and years. For example Tissint, the
proporticn for trait LF passes from 709 in season 1 to 18% for year 2 and for the WiEpF 58%
in s=ason 1 to 51% in season 2

*  The characteristic 100-scod woight gonerally had an intor-genotype variation greator than 80%
and WP exceeded 15%

Estimation of the genetic parameters: To compsare the variation among various traits,
eslimales of varisnes componenls (o'p, o'y, o P71 phenolyvple (PCV) and Cenolyple Coellicienl
of Variability ((GOV), broad sense hertability (h” b} and Genstic Advance ((JA) as a percentage of
mean are given in (ahle 3). For most treits the genotype-environment. interactions (0° g 77 are
larger than the genetic variance (o° gh.

In the fist and second season, lowest value of Fhenotypic Coefficient of Variabihity (PCV) was
noted for the character pod width, with successively 12 42-12.84% and it decreased tc 1062 in the
intoraction of the both vears, Whilo, highest walue was netod for infeetod sood number por pod with
guceessively 64,18, G502, for the first and second season and it decressed to 61.52 in the interaction
of the both. For both traits the value decreases in the interaction of two ssasons,

The Genctypie Coefficient of Variation (GCV) showed similar trends as (PCV) and ranged
between 1060, 9.18% for pod widih and 3389, 28.85% [or wileclad sesd pumber per pod
simultaneously for the first and second seasons. Heritability (h%) estimates reange from 20,19,
13.50% tor seed nomber per pod 1o 92,75, 92.60% for 100 sead weight. | hgh hemtab ity does not
necessarily mean high genetic gain. The uhility of hentabihty estimates is, therefore, inoreased
when they are used to estimate genstic advance (GA) (Johnson =t al., 1055) which indicates the
degres of gain in a character obtained under a particular selection pressure.

Coefficients of correlation: The cosfficients of eorrelation between traits obsarved sach vear are
presented in Table 5 Most of the traits related to the size of the pod ipod weight, sead weight of the

pod, the weight of empty pod and number of seeds per pod) were positivaly correlated with the

1
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Table 3 Ectimation of genstic parametaes for pods traits in Aeaeia fortalis (Forsk.) Hayne ssp. raddiona (Savi) Brenan

Variables Sesznn POV (%) GOV (k) hfas GAY RE
Foul 1rngth 1 an.a1 1A% 41.491 mn7d

2 25324 13,96 .32 758

v ad.dd 1111 &, Ok 11,42
['od width 1 1242 1018 67,17 8704

2 184 LR 5,41 Tk

1%2 1042 Taa 47,63 5.0 2087
Pod waght 1 21.71 I3 .66 40,15 1613

a A7 94 1425 s 116

1*3 3053 1561 2615 T.o8 14053
Eeed waight pod - 1 aTi1a a2 nT R 1272

] a8.42 21089 a0.14 1168

1= B4.75 16.24 4181 T.5H 1038
Bmpty pod weight 1 2947 2891 H3.468 I11a

a 3678 &8¢ 3518 13.08

1%2 AA.TH 1450 2098 015 1654
Seed Mo ped™ 1 %07 1217 24010 547

2 2696 949z 15.53 3.65

1%z 2560 T0Z 7451 1,92 L8z
Infacted seed Moo pod™ 1 Hd 48 .0 2783 1781

2 a5.02 2623 18,55 1220

1¥2 a1.33 3.0 1111 860 TA3
Lkl wenhl 1 1855 17 86 82,75 TZ

2 1924 1462 02,53 17482

1%2 1420 1326 A7.22 1248 082

Tabde 4. Mean perlomance for L Dolly seasen of e proversness of Acocke doiilts (Fursk)) Hopse sspe raddione (S3aviy Brenan
ftost Dumenn 2 = 00017

Varakles Agdzs M Roomb Tozgamme K. Zgud  Meciss Tiesinh Tata Gluemim  Msosid Azea
Seasom 1

LMGES (mam) 107 [ 14,61 110 118 16, 8 14,Ba% 1w 11414 j HE
LEGE (num) T4 Tant T3> T T.648% Tas T.ma TP 7810 b
PiEp (m L01® L33 1.1 .87 113 Laze 1.1 1.0 1.0 106
PORAGS (g) T 4FF nnas nie nam e e N4ee 0.419 1.42e f47e
POE - PCR .54 06 068 0.6 0617 0.7 0,548 0,547 .65 0EE
MR AGS T B4l X A4l 7 Gl 8430 T 7308 7. 0G T2
MORLAGE 0o OEG” i 418" 3617 GGT 5.2Er 4B 4.0 G
Flim) G B 5567 BGLP [l B.757 BT B L5 5, Te* B
Season 2

LGS (mad 13 95% 13.27% 19.47 13.04% 1495 12,88 13.63% 1164 115 114907
LREGE () 7.8t T 444 705 1.7 T T4 T T.238 5.082 7140
POAER () 1 .06 117 10 1.247 1,200 1.0 1= 01,56 .53 ne
PORAZE (g) LEREE. OB 0430 0442 0480 0548 0.4 0388 038 0T
PriS.POGR 057 LGE e a.7e 078 05 0582 0612 055 0z
MORA3s T.EZh 7097 Bog 708+ TaT T.08° 7.BEm G540 6.600 Tomh
MGRIASE - B 2 b L 1 . e 4.85 Toa 3. = o 3, 4 HiFt
100 Gr Fa 258" 23 3.93" 4.58° T.ane 3.3 2.7 3.z 430"

11

185



Int. o, Plant Breed. Genet., 2018

Table & Spesrman correlation among different morph-metoice traits of Acoews forfidis [Forek, ) Have sep, raddione (Sarl) Brenan

LF fem W i) WP i WA P (g WikpF (2 8N P Tm&M Pt
W ) b a147rF
WiF (g 0 TR Craigone
WEE T =) (hGOTEYE IR e AE-HE
WERDPF () (TR Tpfzass () B TLEATY
SN P (G 40EYE s CLG4CEEE 0.GTarEx E11¥EE
L5 (.2iy=r= R L L LR 02205 0. Fzghee
WL, e () (LS [LEE | B L1 U ALTHEN (T e LIS L A1, 14k

wows Qe Pt at o = 00T ** Blgmifieant Ak o = 0ol * Slgndficant at w = 00086, ns non-sgnifieant

length of the pod. However, 1t remains independent of the index of the quahty of seed production
in our study represented by the weight of 100 seeds uninfected. In both seasons, seed production
was also positively relatod to moderately correlated with the width of the pod, weight of tho pod and
zead weight of the pod with a value of v = 55,

The coefficients of correlation were the lowest recorded for the number of infectad seed pod
which underlines the non-existence of any link between the quality features of the pod and the
secds ol infection, Although, Uhe inlestalion of the pods of Acwcie reddiane ocseurs s very early
period of flowering, this dees not alter the development of the pod Jength, width, weight of the pod)
and henee it has no effect on the quality of the pod exeept for the number of seads per pod, but it
remains very low with an average value of r =021,

Shape of pods: In the both seasons and for all the provenances the most abundant shape of pods
was, areuated and round, Maximum of arcuated shape was notod in Tissint and Assa provenances
50,33% and for round shapes in Gluemim 30% in the first season and in Tissint 28% in the second
zonson. Tissint meke the exception, where we were noted coexistence of the form corrugated, round
and spiral corrugated. Complicated shape such as spiral eorrugated, eorrugated spiral and eoiled
vetnained novery low pereonbages i Lhe boul seasons.

Niseussion: Many parameters affect, growth and health condition of A0 reddiomna, Theses are
physical factors {chmate, soils, water balance and topography), biological factors (diseases and pests,
especially  nsect) and traditional econstreants (human land use svstems), The study of pods
morpho-metries traits of the natural populations is often considered to be useful step in the study
of the gonetie variability (Kaushik et o, 2007y, This would involve identifving difforont
provenances representing homogenous environmental zones within which selections are deployed
and used in further breading. Phenotypie variation 1s determined by genotype and snvircnment
interactions and is assumed tc be the expression of genctypic variation when environmental
coudilions are conlrolled (Danpasuk e o, 1997, Cony and Trione, 1998, Wesloby ef of,, 200Z;
Moles and Westoby, 2004).

In this study, pod charvacteristies 10 A, raddicne indicated vamation within and among
provenances i which the soil and gecgraphic position was clearly dafferent, The large variance of
the population for the characters implied that the selection for these traits can be successful
iAlake ef ., 2012). Variation of treits in Jeaela raddiana pods could be due to the fact that the
spceics grow over a wide range of rainfall, temperature and soil type. Membrives of al. (2003)
reported that some morphologieal characteristios sssociated with soil texture. This can be assumed
to reflect true genetic wvaristion and adaptation to different edaphic conditions. Raddad (2007)
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naticzd that in Sudan, ¢lay plain provenances showad considerable varietion in seed welght and
gecd number of pods of deceia senegal. They had the smallest sced weight but the highest secd
number, while the sand provenances had the largest seed weight but lowest ssed number, The
morphologieal variation found in pods of Acacin raddiana (El-Ayadi of al., 2011) also tended to
follow this wariation, with the altitude, distance from the water souree and soil quality. For this, in
Lhie both soasons provenancees NToub, Tasarine and Tissinl prosent Uhe bosl mesos Tor e rosjorily
of traits studied (Table 4}, Although, the provenance of Mseeid 1s close to the sea, but the quality
of the pods was minimal, it was explained by the fact that this souree is 1solated in the desert,
without any protection from strong and hot winds of Beuth and Scuth East of Moroeeo, Studies
have showed goml tolerance of the species to salinaty, since it 15 able to germinate 1n high
coneentrations of salt (Jacuadi et al., 2010), 1t was widely grown where drainage was adequate but
it doos not tolerato poorly drained seils whether thoy wers saline or othorwiso.

Variability of a character iz measured by range and Genotypie Coefficient of Variation (GCV).
Crenotypie variation 1s useful when seleding genotypes toimprove particular traits (Okeno, 2001),
In most of the cases large difference between genotypic and phenotypic coeffieient of variations was
observed lodicaling thal envievimenl had greal mflluenee on Lhe expression of moesl of Lhe
characters, except for pod width and 100-secd weight, For all the characters studied, the factors
genotype (| lesl and season (Bat) had a great effect on the varation, with the exesption of character
proel wdth where the factor proven anee (prov) and season play an impeortant role in the varations
detected (Fig. 51 Best values of hemtability for the both season were noted for 100-ge=d weight
(99, 7T6-03,293%) and pod width (37,17-66 61%). The height. value of heritability noted for pod width
and weight of empty pod reflected the predominanee of heritable variation for this trait. High
haritability does not necessarily mean high genetic gain, The utility of heritakbality estimates i3,
therefore, increased when they are used to estimate genetic advance (Johnson ef of., 1955) which
indicates the degree of gain in a character obtainad under a particular selection pressure, Low
heritabiliby foe welghl, seed number and fecled seed number per pod can be explained by Lhe loss
of weight and seed by abortion and hard infestation of seed. Johnson ef el (1955) found that
heritalihity value along with estimates of genotypic gein were more nseful than heritabi ity alone
in predicting the effect of selection. High hentabibity estimates sssociated with high genotypie
conventional gain wers obtained for the trats: 100-sead waight and pod weight for the both season,

Repeatability parameters of vield represented by number of seads per pod and weight of 100
soods were cstimatod (Table 3), It was obsorved that the response of vield and its basic components
were dependent of environmental variation. The height value was noted for 100-seed weight and
pod width sueeessively (20.823-30.2714%) but the values remain low and eould not be useful in the
selection of cultivars stable for grain vield.

Fach Leee develops mors Lhan bwo Lypes of pods, Usualy arcund 80 pods wers collelad per Lres;
mest of pods (8-15) possess arquated shape with the exeception of Tissint provenance with value of
Sarquatesd pods per tree. Less than O.05% of pod was smallsr (1.530-3.0 em). | hfferent shapes of pods
were collectad at the end of the maturs tree period, Mumber of seeds per pod varied in the wide
range (1-15 per pod), with a seed-coat color rangs from various shades of brown. These colors are
further varied within pods of the same tres and within provenanes. It has to be noted that becanse
Aeacia raddiana is predominantly open-pollinated tree and are usually non uniform, were one for
the reasons for the obhservad morphological difference in pods shape. But also we found an average
of two to three trees with regular shape of pods in each provenancs for the both sessons with the
exception of the provenance Foum Zguid devoid of regular shape of tree. In the both season the
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arquated pods were dominated in the provenanes of Assa, Meeissi Gluemam, followed by Mseeid and
Foum Zguid (Fig. 2). Most identieal shape of pods was focused 1n the center of the erown. While
arcund peripheral, the shape of pods was much more varmed. [t may be due to easy access by insects
to perpheral flowers, they were pollinated by the frst flowers found in thewr way. The flowers 1n
the center had tendency of self-pollination the percentage of diversity of form was due to
polyplowdy, who compensated the diversity of this specie.

CONCLUSION

In this study, morpho-metric tratts were nsed for characterzation of genetie diversity wathin
and among natural populations of Aeeein raddiane i Maoroeen, Secondly, all the morpho-metrie
traits were corvelated to pod shape in mder to establish any velationship which might exast betwesn
them. The mformation obtained would be used for germplasm conservation, meanagement andd
selaction for domestication and improved tree regencration. Cur study oo provenances showed that
all morphosmelrie characters are nlueneed by envieonment (soil gqualily | tempersture snd annosl
vainfull) and genetic faclors. We have chserved signilicant varialions wilhin Lese in provenanes,
provensnees and season i all beatls. Toles and olersprovenanes varabilily wers of the saimne onler;
therefare, it was very difficult to characterize provenances asccording to their geographic origin. This
diversity iz explained by the type of pollination and polyploidy in this species which makes very
difficult a breeding program based on morphologicsl markers. A detgiled morphological analysis of
a number of characters in the various forms has shown that purely morphological eriteria are
ihadequate for the selection of the tress which had a range of better trait morpho-metrics, The
various traits are not regularly eorrelated with pods quality, they appear strietly in a varisty of
combinations and relations with environmental conditions. In view of this, any attempt for selection
based on morpho-metries traits of the polymorphic species must fail.

In crder to make deacia raddizne rural in Moroceo a eommereially practicable business, there
15 urgent nocd to accomplish molceular gencotic diversity assessmont of the spocios throughout its
natural habitats in the country, The hypor-variability of moloeular markers constibubes groat
advantages for these typos of studics, Further research ineluding available [S8E  (inter simple
zequence repeats) and microsatallites marker would hopefully provide additional information,

ABBREVIATION

LF {em)
WE {mm)
WEE (g)
WEE P (g) = Beeds weight per nod
WELEpP {g) = Empty pod weight

Pod length
Pod width
Fod weight

14T B = Bead number per pod

In8M 1770 = Infected seed number per pod
WEIDD {(g) = 100-seed weight,

Des = Genotype

Sat = Beason

Fro = Provenanea

14

188



Int. o, Plant Breed, Genet., 2015

REFERENCES

Abule, E., GML Bmit and H A, Snyman, 2008, The influcnes of woody plants and livestock grozing
on gress species composition, vield and soil nutrients in the Middle Awash Valley of Ethiopia.
. Arid Environ., 80 843-858.

Malee, C.O, Ol Ao amd OB Eelunde, 8012, A quantitative analysis of the genetics of yield and
wield components in west Afncan okra, Abelmoschus carller (A Chev) Stevels. Int. oJ. Plant
Breed. Gen., £ 94-104.

Baye, T, and H.C, Beekeor, 2005, Gonetie wariability and interrolationshap of traits in tho induastrial
oil erop Vernonie galamensis. Euphytica, 142 119-129,

Bedsboy, A0 S M. Mwongs and JMM Dusbury, 1983, Ellsels of widely spoeed trees and livestock
prazing on understory envivonments in tropical sevannes, Agrofor. Syst. | 240 1.20,

Benmohammadi, A, L, Benmohammadi, J. L. Ballais and J. Riser, 20000 Analvsis of anthropogenie
and natural interrelations: Their impact on sanding up and dessrtification in scutheastern
Moroeeo {Draa and Ziz valleys), Sei. Changements Planctaires, 11: 207-208.

Bennett, M.D., P. Bhandol and LJ. Leiteh, 2000, Muclear DNA amounts in anglosperms and their
modern wses-807 new estimales, Ann. Bol., 88: 850900,

Byaber, M. and 2. Ahlafi, 3005, FORMA project: Detailed design formapping changes as part of
MNational Forest Inventory. CUeo Ubservateur,

Brenan, J.P.IV., 1957, MNotes on mimosoidene: 111, Few Bull., 12 76-96,

Bukhari, Y.0., 19897 Cyteovolution of taxa in Acecie and Prosopis (Mimosaccac], Aust. J. Bot.,
45: 879-891.

Burke, A, 2002, Bavanna trees in MNamiblio: Factors conlrolliog Uhenr disteibulion su the seod eod
of the spectrum. Flova, 201: 189.201.

Chiveu, T, OO0, Dangasulk, M.E. Omunyin and F.IN, Wachira, 2009, Guantitative varation
among Eenyvan pepulations of Aeacia sepegal (L) Willd, for gum production, seed and growth
traits. Neow For., 58: 1-14,

Cony, MA, and 50 Trione, 1998, Inter-and intraspecific variability in Proscpis flexcuosa and
FP.oolulensis: Seed germination under salt sod toisture sleess . J Avid Egvivon, 400 307-317.

Dangasulk, (03 P, Seuret and 5, Gudn, 1897, Genetic vanation in seed and seedling traibs in 12
African provenances of Faidherbia Albida (Del ) A, Chev, At Lodwar, Kenya. Agrofor. SByst.,
27 133-141.

De Jong, C., 8, Cappy, M, Finckh and I Funk, 2008, A transdisciplinary analysis of wator
problems in the mountainous karst areas of Moroeeo. Eng, Geal., 99: 228.238,

Derbel, 3., 2 Nowm, EW. Aulon and M. Cheaeb, 200570 Lile cyels of the coleopler
Bruchidius raddicme and the seed pradation of the Acaeia torfilis subsp. Roddiana in
Tunisia. Comptes Rendus Biol. 580 49-54,

[hag, B, . Zas and J, Fernandez-Lopez, 2007, Genetic variation of Prenus avinme in susceptibility
to cherry leaf spot (Blumertelln jaapii] in spatially heterogeneous infected seed orchards. Ann.
For, Soi., A4: 21-30,

Duponueis, B and C. Plenchelle, 20038, A myeorchiza helper bacterium eolanees eolongeorrlizal
and endomyeorrhizal symbiosis of Australian Acocio species. Mycrrrhiza, 13: 8681

El-fxady, b NA Aabd, A El-Fint, B Msanda, M. Banaameur and A kl-Mousadik, 2011, Cenetic
variability of wild provenances of Acacia fortilis 3sp. raddicnae (Savi) brenan in South of
Merocen. Asian <, Plant Sei., 10: 43-561,

Ernst, W.H.2x, Daf, Tolsma and J.E. Deeells, 1989, Predation of seeds of Aeqeia toriilis by insects,
Oikos, 5d: 284-300,

189



Ini. &, Plant Breed, Genet., 2012

Cuinet, Pooand J. Vassal, 1978, Hypotheses on the differentiation of the major groups in the genus
Acaria (Leguminosae), Fow Bull,, 53, 508-527,

Hagos, MG, and G0N, Smit, 2005, Saill envichment by deacie mellifera subsp, detiners on nutrient
poor sandy soil in a semi-arid Southern Africa Savanna. J. Arid Environ., 61; 47-53.

Hubener, H., M. Schrmidt, M. Sogalla and M. Eersehgens, 2005, Simulating evapotranspiration in
a seini-arid eovironment . Theorelical Applied Clitnalol., 80 153-187.

Jacques, 1., M. Marchal and V. Curnel, 2004, Relative effimency of alternative methods to evaluate
wond stiffness in the frame of hybrid Laveh (Larix x euvalepis | lenry) elonal selection. Ann. For.
el G510 548,

Jaowadi, W., L. Hamrouni, M, SBouayeh and ML, Ehowa, 2010, Etude de la germination Des
graines dij'eAcacia foritlis sous differentes contraintes abiotiques. Biotechnol, Agron. Soc.
Environ., 14 643-653,

Johnson, H'W., HF. Robinson and RE.E. Comstock, 1955, Estimates of genetic and environmental
variability in sovbean. Agron. J,, 47 314-318,

Haushik, L, 8 Kumar, K. Kumar, B.5. Beniwal, I, Eaushik and 8. Roy, 2007, Genetic variability
and assucialion studies i pod and seed Lrails of Porgamie pieoate (L) Prerre in0 Haryans,
India. Genet. Resour. Crop Evol., 54: 1827-1832,

Khbaya, 15, M. Meyra, 1P Normand, K. Yerhar and AL Milah-Malbont, THI8. Crenstie diversity and
phylogeny of vhizokna th et nedulate Aeacice spp.im Morooeo assessed hy analysis of vRRMNA genes.
Applied Environ. Wicrobiol., 64, 4012-4917,

Elose, 5., B, Reichert and A. Lahrourd, 2008, Maonagement Cptions for a Sustainable Groundw ater
Usc in the Middle Draa Oascs under the Pressurc of Climatic Changes. Ini Climatic Changes
and Water Hesources in the Middle East and Nerth Afriea, Zeveind, F. and H. Hoetz]l (Ede ).
Springer, Berlin, pp: 172-195.

Lakshmi, M. and 8, Gopalumar, 2002, Morphologieal kevs for four Australian deacio species
grown io Herala, Tudia I Trop. Agrie. 47: 82-63.

Luckow, M., 8006, Tribe Mhamosese In: Legumess of the World, Lewis, 3, B, Schrire, B, Mackinder
and M. Lol (s ). Royal Heotanie Cardens, Few, ppe 163-180.

Mashn, BR., 2002  Proposed npame changes 1n  Aecgoie Australian Plants,
hitp:fasgap .crg. awfAPOLZ marls-2 himl

Maslin, B K., 2006, Generic and infrageneric namss in Jeooig following retypification of the genus.
The Seicneo Bohind Aeesie: Current BEescareh and Eecont Discoverics, Meolbourne, August 35-
48, 2004,

Maslin, B.R., J.T. Miller and D5, Seigler, 20058, Overview of the peneric status of deacio
{Leguminosae: Mimoscideae). Aust. Systematic Bot., 16: 1-18,

MeDopald, MW, and B R, Maslin, 2000, Taxonomic revision of the s alwoods: et aolecocurpa
Cunn. ex Benth. and its allies (Leguminosas: Mimosviceae: section Juliflorae). Aust. Syst. Bot.,
14: 21-78,

Membrives, s, J. Pedrola-Monfort and J, Caujape-Castells, 2008, Correlations between
morphological-anatomical leaf characterstics and envircnmental traits in Southwest African
species of Androcymbium (Colchicaceas). Bot, Macaronesica, 24: 73-85,

Maoles, AT, and M. Westoby, 2004, Scedling survival and seced size: A synthesis of the literature,
J, Feal., 92 3725835,

Moore, &, G.F. Smith, E. Figusiredo, 8. Demissew and . Lewis ef al., 2010, Acacia, the 2011
nomenclature seetion in Melbourne and bevond. Taxon, B2 1188-1196,

.

15

190



Int. o, Plant Breed, Genet,, 20012

MNanson, A, 1970, Heritability and genetic gain in some types of sxperiments. Silvas Genet.,
18 113-131.

Manson, A, 2004, Genetics and Tree Improvement. Press of Gemblows Agricultural, Belgium,
Fages: 153,

Mdoye, I, M. Gueye, 53 KA, Danso and B, Drevfus, 1595, Mitrogen fixation in Foidherbio albida,
Avaein paddinme, Avacie Sensgol and Acocein sevad estimuled usiong the "N isotope dilucion
technigque. Flant Soal, 172 175-180

Cllkene, A 2002, Genotypie variation in marphologieal traits of bavley as affected by nitrogen
supply. Dev, Flant Sal Be1, 92 G465,

Cuarda, HEF., DJ. Walker, ML. Ehowa and E. Correal, 2009, Diversity analysiz of
Aeacia tortilis (Forsk) Hayne ssp. roddicne (Savi) Brenan (Mimosaceae) using phenotypic
traits, chromosome counting and DMNA content approachss, Gonet. Rosour. Crop Evolut.,
54: 1001-1010.

Raddad, E.AY., 2007, Eeophvsiological and genstic varation in ssedling traits and in first-vear
field performance of eight Acacta senegal provenances in the Blue Mile, Sudan. MNew Far.,
34207222

Revenga, C., 5. Mwray, J Abramovitz and A Hamomend, 19958 Watersheds of the Werld:
lLealogical Valve and Vulnerabihty, World Hesources Institute and Waorld Wateh Institots,
Washington TH

FEomdhane, 8B, H. Nasr, B, Samba-Mbaye, M. Nevra, M.H. Ghorbal and P. De Lajudie, 20086,
Genetic diversity of Aeasice boptilis ssp, raddionea rhizobio in Tunisia assessed by 1658 and
185-238 v DA genes analysis. J, Apphed Microbiol., 100 438-445,

Ross, 0 H,, 1979, A Conspectus of the African deccin Species, Botanical REesearch Instituts, Scuth
Afries, pp: 21-58,

Ross, J H, 1981, An analysis of the African Acacie species: their distribution, possible origins and
relativnships. Bothulia, 13: 389-413.

Srhulz, O, H. Busche and A, Benbouwzians, 2008, Decadal Precipitation Varianess and Reservoir
Inflewrs in the Bemi-Arvid Upper [raa Hasin (Beuth-Rastern Moroeeoh In: Climatio Changes and
Water Hescurces in the Middle East and in Morth Africa, Zereini, F. and H. Hoetz]l (Eds.).
Springer, Wien, pp 166-178.

Shrestha, NI, WL Stock, I Ward and A. Golan-Goldhirsh, 2005, Water status of isclated Megew
dosert, populations of deaela raddiene with differont. mortality lovols. Plant Eecl., 168: 397307,

Ward, D. and . Eohner, 1887, Anthropogenie causes of high mortality and low recruitment in
three Aeacia tres species in the Negev desert, Israel, Biodiversity Conservat,, 6: 877-895,

Wastoby, M., .3, Falster, AT, Moles, P.A. Vesk and [.JJ. Wright, 2002, Flant ecological strategies:
Some leading dimensions of varialion belween species. Ann. Rev, Ecol. Sysl, 83: 125-159,

191



192



Annexe 2
Description des amorces utilisee

Seq name Product Size m %GC type Sequence

55.15 55.0 forward TCCACGCACTGAAGCAAGAC
GR483081 233

54.61 55.0 reverse TACCCCTACCAGCACGTGAA

55.21 55.0 forward TCGCCACTCAAACTCAGGGA
GR482038 260

54.62 55.0 reverse GGCCATAGTTTGCCATCCGA

54.20 43.5 forward ACCAGAACAGTACAAGCCATTCA
GR483097 288

55.10 60.0 reverse TGACCCCAAAGGGAGAAGGG
AH: 58.0 45.0 forward GACAGAGGGAGCATTTTGTA

140
HQ110862 60.0 48.0 reverse CAGACAAGACCAGAGAATGAC
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